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CARACTERIZAÇÃO EPIGENÉTICA E FUNCIONAL DO TRANSCRITO 

ESPECÍFICO DO X INATIVO (XIST) DURANTE O DESENVOLVIMENTO 

EMBRIONÁRIO INICIAL IN VITRO EM BOVINOS 

 

RESUMO 

 

Durante o desenvolvimento inicial de mamíferos ocorre, nos embriões fêmeas, o 

evento da inativação do cromossomo X (ICX), o qual é regido predominantemente 

por fatores epigenéticos. Na espécie murina sabe-se que o RNA longo não-codante 

(lncRNA) Transcrito Específico do X Inativo (XIST), juntamente com um pequeno 

RNA denominado Rep A, são essenciais para a iniciação do processo de ICX, mas 

muito pouco ainda se sabe sobre esses eventos iniciais em espécies domésticas 

de interesse comercial. Este estudo teve como objetivo caracterizar o padrão de 

metilação de DNA e de expressão do lncRNA XIST durante o desenvolvimento 

inicial de bovinos. Foram avaliados os padrões de metilação do DNA em três 

regiões diferentes da porção 5’ e primeiro éxon do XIST (denominadas aqui 

promotor, Rep A e DMR 1) em gametas, embriões e placenta. Com relação à 

caracterização da expressão de XIST, foi investigado o perfil de expressão em 

blastômeros individuais, além da expressão fita-específica (transcrição sense e 

antisense) ao longo do gene. Para as avaliações de metilação foi utilizada a técnica 

de amplificação de DNA tratado com bissulfito de sódio por PCR seguido de 

sequenciamento. Para a expressão gênica em células embrionárias individuais foi 

utilizado o kit Single Cell-to-CT (Ambion). Para a detecção de transcritos sense e 

antisense foram utilizados primers gene-específicos para a síntese do cDNA. As 

reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando Fast Sybr Green Master 

Mix (Applied Biosystems). Os padrões de metilação do DNA para a DMR 1 e Rep 

A foram calculados para espermatozoides (3,33% ± 1,05 e 10,36% ± 3,73, 

respectivamente), ovócitos imaturos (79,54% ± 6,56 e 12,29% ± 4,21, 

respectivamente) ovócitos maturados (89,59% ± 2,31 e 74,27% ± 8,77, 

respectivamente), embriões de 8-16 células (0,00% ± 0,00 e 92,18% ± 2,22, 

respectivamente), mórulas (0,84% ± 0,57 e 95,33% ± 0,51, respectivamente), 

massa celular interna de blastocistos (1,07% ± 0,72 e 1,97% ± 1,41, 

respectivamente), células do trofoectoderma de blastocistos  (3,93% ± 1,24 e 0,00% 
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± 0,00, respectivamente), placenta (alantocórion) de duas fêmeas [A (89,38% ± 

2,70 e 26,92% ± 11,27, respectivamente) e B (70,92% ± 10,70 e  89,24% ± 2,50, 

respectivamente)] e placenta (alantocórion) de dois machos [A  (94,67% ± 1,18 e 

88,78% ± 5,40, respectivamente) e B (94,44% ± 1,58 e 92,22% ± 2,07, 

respectivamente)]. Os padrões de metilação para espermatozoides e ovócitos 

maturados para a região do promotor de XIST foram 3,12% ± 1,68 e 46,67% ± 

10,58, respectivamente. Os padrões de metilação encontrados sugerem que essas 

regiões são tDMRs, as quais se reprogramam em momentos diferentes entre si, 

porém, não são regiões que poderiam conferir um caráter imprinted ao XIST. Além 

disso, a região Rep A pode ser uma candidata à um marcador epigenético na PIVE 

devido à sua reprogramação durante a maturação ovocitária. O RNA XIST foi 

detectado em ovócitos MII e células individuais de embriões do estágio de 2-células 

até mórula, indicando a presença de transcritos tanto de origem materna quanto 

embrionária. Além disso, foram detectados transcritos sense e antisense no início 

e final do locus XIST em embriões e tecido testicular, podendo ser um ou mais 

transcritos diferentes.  A caracterização molecular do gene XIST em bovinos é um 

passo inicial e importante para entender os eventos relacionados à ICX durante a 

embriogênese, de forma a aprimorar as ARTs. 

 

Palavras-chave: Bos taurus indicus, Expressão gênica, Imprinting genômico, 

Inativação do cromossomo X, Metilação do DNA, XIST  
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EPIGENETIC AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF THE X-INACTIVE 

SPECIFIC TRANSCRIPT (XIST) DURING THE IN VITRO EARLY EMBRYO 

DEVELOPMENT IN CATTLE 

 

ABSTRACT 

 

During the initial development of mammals, an event of X chromosome inactivation 

(XCI) occurs in female embryos, which is predominantly coordinated by epigenetic 

factors. In mice, it is known that the long non-coding RNA (lncRNA) X-Inactive 

Specific Transcript (XIST), in association with a small RNA named Rep A, are 

essentials to the initiation of the XCI process. However, little is known about this 

mechanism in domestic animals. The aim of this study was to characterize the DNA 

methylation and gene expression patterns of the lncRNA XIST during the early 

development in cattle. Three different regions of 5’ portion and first exon of XIST 

were evaluated for DNA methylation (named here as promoter, Rep A and DMR 1) 

in gametes, embryos and placenta. Regarding gene expression, it was investigated 

the expression pattern in individual blastomeres, as wells as strand-specific 

expression (sense and antisense transcription) along the gene. For DNA 

methylation, PCR of sodium bisulfite treated-DNA  followed by DNA sequencing was 

used. Single cell-to-CT (Ambion) kit was used for gene expression of oocytes and 

individual embryonic cells. Regarding sense and antisense gene expression, gene-

specific primers were used for cDNA synthesis. Real-time PCR was conducted 

using Fast Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). DNA methylation patterns 

for DMR 1 and Rep A were determined in spermatozoa (3.33% ± 1.05 and 10.36% 

± 3.73, respectively), immature oocytes (79.54% ± 6.56 and 12.29% ± 4.21, 

respectively) matured oocytes (89.59% ± 2.31 and 74.27% ± 8.77, respectively), 8-

16 cell embryos (0.0% ± 0.00 and 92.18% ± 2.22, respectively), morula (0.84% ± 

0.57 and 95.33% ± 0.51, respectively), inner cell mass of blastocysts (1.07% ± 0.72 

and 1.97% ± 1.41, respectively), trophoectoderm of blastocysts  (3.93% ± 1.24 and 

0.00% ± 0.00, respectively), placenta (allantochorion) of two females [A (89.38% ± 

2.70 and 26.92% ± 11.27, respectively) and B (70.92% ± 10.70 and  89.24% ± 2.50, 

respectively)] and placenta (allantochorion) of two males [A  (94.67% ± 1.18 and 
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88.78% ± 5.40, respectively) and B (94.44% ± 1,58 and 92.22% ± 2.07, 

respectively)]. The methylation profile in spermatozoa and matured oocytes for XIST 

promoter region were 3.12% ± 1.68 e 46.67% ± 10.58, respectively. The methylation 

patterns found here suggest that these regions are transient differently methylated 

regions (tDMRs), which are reprogrammed in different time, and are not regions that 

could give an imprinted character to the XIST. Moreover, Rep A is a candidate for 

epigenetic marker in in vitro fertilization (IVF) due to it is reprogramming during 

oocyte maturation. XIST RNA was detected in matured oocytes and individual cells 

of embryos of 2-cell until morula stages, suggesting the presence of transcripts of 

both maternal and embryonic origins. Moreover, sense and antisense transcripts 

were detected at the first and last exons of the XIST locus in embryos and testicular 

tissue, which may be one or more different transcripts. The molecular 

characterization of XIST gene in cattle is an initial and important step to understand 

the events related to XCI during embryogenesis in order to improve the assisted 

reproductive techniques. 

 

Key-words: Bos taurus indicus, DNA methylation, Gene expression, Genomic 

imprinting, X chromosome inactivation, XIST  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotecnologia da reprodução 

animal que inclui a maturação in vitro (MIV), a fecundação in vitro (FIV) e o cultivo 

in vitro (CIV) de embriões a partir de ovócitos imaturos (Barnes e First, 1991). É 

uma técnica que permitiu incrementar significativamente a multiplicação de animais 

geneticamente superiores. O Brasil ocupa uma posição de destaque em relação à 

PIVE, sendo o primeiro produtor mundial de embriões produzidos in vitro, 

responsável por mais de 350 000 embriões produzidos anualmente (Viana, 

Figueiredo et al., 2017). 

A evolução da PIVE em bovinos ao longo do tempo é notória, e se deve 

principalmente às pesquisas desenvolvidas na área nesses últimos anos (Viana, 

Siqueira et al., 2012). Entretanto, se os números absolutos de embriões produzidos 

in vitro são bastante expressivos, não se pode dizer o mesmo das taxas de 

produção, já que dificilmente elas ultrapassam os 40% de embriões no estágio de 

blastocisto em relação à quantidade de ovócitos submetidos à MIV (Lonergan e 

Fair, 2008; Diogenes, Guimaraes et al., 2017). Assim, blastocistos produzidos in 

vitro apresentam qualidade inferior quando comparados com aqueles produzidos in 

vivo, além de ocorrerem maiores perdas embrionárias nos primeiros 14 dias de 

gestação (Diskin, Murphy et al., 2006; Hansen, Block et al., 2010). 

Embora na PIVE se busque “mimetizar” os aspectos fisiológicos da 

maturação ovocitária, fecundação e embriogênese inicial, é consenso na 

comunidade científica que o sistema in vitro prejudica essas importantes fases da 

reprodução de mamíferos. A retirada prematura do gameta feminino do ovário, 

mudanças de temperatura durante a manipulação, composição dos meios de 

cultivo, condições de incubação, entre outros aspectos da produção in vitro, são 

responsáveis por alterarem severamente as características fisiológicas, 

moleculares e epigenéticas dos gametas e dos possíveis embriões produzidos, o 

que deve contribuir para a menoreficiência da técnica. 

Dentre as características susceptíveis ao processo da PIVE destacam-se as 

epigenéticas, as quais podem ser bastante sensíveis às alterações ambientais, 

principalmente durante a gametogênese e o desenvolvimento embrionário inicial, 

períodos estes nos quais reprogramações epigenéticas essenciais e eventos a elas 
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relacionadas acontecem e estão sendo conduzidos num sistema in vitro. Um 

desses eventos é a inativação do cromossomo X (ICX), que ocorre em todas as 

fêmeas de mamíferos durante a fase da embriogênese inicial e que é regida 

essencialmente por fatores epigenéticos. O estudo dos processos epigenéticos 

envolvidos nesse evento em gametas, embriões, fetos e tecidos somáticos, num 

contexto das técnicas de reprodução assistida (ARTs), pode dar informações 

importantes acerca da influência da PIVE sobre eles e subsidiar pesquisas futuras 

para a prospecção de marcadores moleculares epi (genéticos) para a qualidade de 

gametas e embriões. 

 

1.1 EPIGENÉTICA 

 

O advento dos organismos multicelulares, com a complexidade e 

especificidade de tecidos, órgãos, sistemas e espécies trouxe a necessidade de 

uma complexa e coordenada regulação da expressão gênica de uma maneira 

célula ou tecido-específica. Visto que a base genética é única para todas as células 

de um indivíduo, o padrão da expressão gênica dentro de uma linhagem celular é 

responsável pela especificidade dos diferentes fenótipos – formas, cores, funções 

e reações – observadas nos diferentes tipos celulares, que são responsáveis pelas 

particularidades teciduais. Essa diversidade é controlada, predominante, por 

processos epigenéticos, que agem regulando a expressão gênica. 

No sentido literal, a palavra epigenética, cunhada por Conrad Waddington 

em 1942, significa “acima da genética”, e se refere ao estudo de alterações estáveis 

e herdáveis no potencial de expressão de genes e fenótipo celular e que não estão 

relacionadas à sequência primária do DNA. Essas alterações surgem durante o 

desenvolvimento embrionário ou proliferação celular (Jaenisch e Bird, 2003), as 

quais são preservadas ou regeneradas durante a divisão celular (Laird, 2010; 

Margueron e Reinberg, 2010) não comprometendo a sequência de nucleotídeos do 

DNA (Singal e Ginder, 1999). 

As alterações epigenéticas são reversíveis, por isso são susceptíveis a 

fatores ambientais, que podem contribuir para o desenvolvimento de características 

fenotípicas anormais. Como exemplo tem-se a hipermetilação de genes 

supressores de tumores como consequência da idade, nutrição (ingestão calórica, 
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níveis nutricionais e fitoquímicos), fatores físicos (comportamento, temperatura, 

densidade populacional, estresse), fatores químicos (toxinas e fármacos) ou efeitos 

estocásticos (Jaenisch e Bird, 2003; Faulk e Dolinoy, 2014). Dessa forma, a 

epigenética estabeleceu uma conexão entre os fatores ambientais e o genoma 

(Lyko e Maleszka, 2011; Faulk e Dolinoy, 2014). 

Os estudos da herança das modificações fenotípicas provocadas pelo 

ambiente datam de mais de dois séculos atrás. Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829) 

defendia que o uso excessivo de uma determinada parte do corpo levaria ao 

aumento do seu tamanho, e que esse fenótipo era herdado pelos descendentes 

desses progenitores que adquiriram esses traços através dos seus hábitos. Já o 

biólogo ucraniano Trofim Lysenko (1898-1976) acreditava que as plantações 

poderiam se adaptar a climas mais frios caso as sementes fossem expostas a 

temperaturas mais baixas. A teoria da evolução proposta por Charles Darwin (1809-

1882) e outros estudos que se basearam em análises empíricas refutaram essas 

teorias durante alguns anos ao afirmarem que as células germinativas eram 

incapazes de herdar modificações fenotípicas adquiridas. Nos dias de hoje, 

entretanto, sabe-se que existe uma relação entre o ambiente no qual o indivíduo é 

exposto nos primórdios do seu desenvolvimento e a aquisição de características 

específicas na sua vida adulta e nos seus descendentes, mostrando que, pelos 

menos à princípio, as ideias de Lamarck não estavam tão equivocadas. Sabe-se, 

por exemplo, que mulheres submetidas a períodos longos de privação de alimentos 

durante o período de peri-concepção geram descendentes com predisposição a 

doenças cardiovasculares e esquizofrenia (Heijmans, Tobi et al., 2008). 

As modificações epigenéticas relacionam-se com a conformação da 

cromatina. Elas podem ocorrer tanto a nível de DNA quanto de histonas, permitindo 

ao DNA maior ou menor compactação, regulando assim a transcrição. Em se 

tratando de DNA, a mais conhecida é a metilação. Já com relação às histonas, que 

compõem os nucleossomos, têm-se várias alterações pós-traducionais, presença 

de variantes de histonas e remodelagem de outras proteínas associadas à 

cromatina (Strahl e Allis, 2000; Rideout, Eggan et al., 2001; Li, 2002; Wijchers e 

Festenstein, 2011). Além disso, pequenos RNAs que atuam no genoma regulando 

a transcrição gênica também são considerados fatores epigenéticos, já que são 

capazes de serem criados, deletados, modificados ou replicados em resposta à 
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estímulos ambientais, regulando a expressão de genes (Anava, Posner et al., 2014; 

Bohacek e Mansuy, 2015). 

As modificações epigenéticas estão relacionadas com inúmeros eventos 

biológicos, tais como diferenciação celular, imprinting genômico, inativação do 

cromossomo X, embriogênese, desenvolvimento de doenças, silenciamento de 

elementos transponíveis etc. Dessa forma, um estreito controle epigenético rege os 

eventos biológicos, os quais são imprescindíveis para a manutenção da vida das 

diferentes espécies. 

 

1.1.1 Metilação do DNA 

 

Uma das mais estudadas e conhecidas modificações epigenéticas, 

controlando a expressão gênica nos mamíferos é a metilação do DNA. Ela se 

caracteriza pela adição covalente de um grupo metil (CH3) em uma base 

nitrogenada do DNA. Em mamíferos essa modificação ocorre preferencialmente no 

carbono 5 do anel da base citosina de um dinucleotídeo CpG (Citosina-fosfato-

Guanina), formando um base denominada 5-metilcitosina (5-mC) (Zaidi, Young et 

al., 2010; Eglen e Reisine, 2011; Lyko e Maleszka, 2011; Branco, Ficz et al., 2012). 

Quando esses dinucleotídeos são encontrados em grandes quantidades em uma 

região relativamente pequena do genoma, formam-se as ilhas CpG, que são 

regiões do genoma com mais de 500 pares de base (pb) e alta frequência de 

dinucleotídeos CG, sendo que em humanos 70% dos genes possuem ilhas CpG 

em seus promotores (Saxonov, Berg et al., 2006; Manipalviratn, Decherney et al., 

2009). Embora a metilação do DNA ocorra em maior frequência em dinucleotídos 

CpG, foi identificado que citosinas não precedidas de guanina (CpC, CpA e CpT) 

podem ser também suscetíveis a marcas de metilação, como em células-tronco 

embrionárias humanas, cérebro e ovócitos de camundongos (Lister, Pelizzola et al., 

2009; Shirane, Toh et al., 2013). 

A metilação do DNA ocorre com frequências distintas, dependendo da região 

do genoma a qual se instala. As ilhas CpG por exemplo, presentes principalmente 

nos promotores gênicos e em regiões intragênicas, e que possuem alto conteúdo 

C+G são normalmente desmetiladas. Por outro lado, a maior parte do genoma, que 
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contém uma baixa frequência de CpG, está geralmente metilada (Cooper e 

Krawczak, 1989). 

A metilação do DNA é um dos processos epigenéticos mais estáveis, 

regulando importantes funções biológicas, como o imprinting genômico, 

silenciamento de transposons e estabilidade cromossomal (Gehring, Reik et al., 

2009; Zaidi, Young et al., 2010; Guseva, Mondal et al., 2012), sendo uma marca 

epigenética e atuando predominantemente como repressor gênico. A supressão da 

transcrição gênica é possível porque o grupo metil da 5-mC estende-se para dentro 

do sulco maior do DNA, interferindo na ligação dos fatores de transcrição (Faulk e 

Dolinoy, 2014). A compactação da cromatina é reforçada através da interação entre 

metilação do DNA e proteínas da cromatina, tais como Polycomb group Proteins 

(PcG) e Enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2) – que influenciam as modificações 

de histona (Faulk e Dolinoy, 2014). 

O doador de grupos metil para o processo de metilação do DNA é o 

composto S-Adenosylmethionine (SAM). A transferência do grupo metil do SAM 

para uma citosina é catalisada por um grupo de enzimas denominadas DNA 

Metiltransferases (DNMTs), as quais parecem ser bastante conservadas na história 

evolutiva dos animais (Lyko e Maleszka, 2011). A enzima DNMT1 é responsável 

por manter o padrão de metilação em uma linhagem celular específica durante as 

divisões celulares ao inserir um grupo metil na fita recém-sintetizada, ao final da 

replicação semi-conservativa do DNA (Jurkowska, Jurkowski et al., 2011). Este 

mecanismo é denominado metilação de manutenção. Usando a fita molde da 

replicação como referência do padrão de metilação, a DNMT1, que possui alta 

afinidade por DNA hemimetilado (Hsieh, 2000), tem o papel de conservar a 

“memória” epigenética dentro de uma linhagem celular, sendo a responsável por 

manter padrões importantes no DNA, como a manutenção dos padrões imprinted e 

da inativação do cromossomo X, essenciais na embriogênese inicial em mamíferos 

(Jurkowska, Jurkowski et al., 2011). Além da metilação de manutenção, existe 

também a que acontece para estabelecer um novo padrão de metilação do DNA 

em uma linhagem celular, chamada de metilação de novo. Essa reação é catalisada 

pelas DNMT3A e DNMT3B, tendo um papel fundamental na embriogênese e 

gametogênese em mamíferos, além de serem possivelmente responsáveis por 

manter o padrão de metilação do DNA em cromossomo mitóticos e em regiões de 
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heterocromatina pericentroméricas (Jurkowska, Jurkowski et al., 2011; Shirane, 

Toh et al., 2013). 

Outros membros da família das DNMTs são menos conhecidas, mas 

exercem papéis importantes no processo de metilação do DNA. A atividade 

catalítica da DNMT2 em metilar DNA é bastante discutível  (Dong, Yoder et al., 

2001; Takayama, Dhahbi et al., 2014), sendo esta enzima associada ao processo 

de metilação de RNA (Goll, Kirpekar et al., 2006) enquanto a DNMT3L atua como 

um fator regulatório das DNMT3A e DNMT3B em células germinativas, sendo 

essencial para o estabelecimento do imprinting genômico em ovócitos e o 

silenciamento de sequências repetitivas dispersas em células germinativas 

masculinas (Schaefer, Ooi et al., 2007; Shirane, Toh et al., 2013). Já a DNMT1 

apresenta algumas isoformas produzidas a partir de splicing alternativo, as quais 

têm funções célula-específicas. A DNMT1s apresenta-se em células somáticas, 

enquanto as DNMT1o e DNMT1p estão presentes em ovócito e espermatozoides, 

respectivamente (Mertineit, Yoder et al., 1998; Song, Liu et al., 2017). 

Embora o processo de metilação do DNA seja relativamente bem conhecido, 

pouco se sabe sobre a desmetilação do DNA e as enzimas desmetilases. Sua 

importância na formação das células germinativas primordiais (CGP) e no início do 

desenvolvimento embrionário contradiz com os poucos estudos acerca desse 

processo, tornando-o ainda enigmático e controverso (Iqbal, Jin et al., 2011). 

A descoberta da 5-hidroximetilcitosina, produto da oxidação da 5-mC, tendo 

como produtos intermediários a 5-formilcitosina (5-fC) e a 5-carboxicitosina (5-caC) 

(Tahiliani, Koh et al., 2009; Ito, Shen et al., 2011), deixou um pouco menos obscuro 

o processo de desmetilação do DNA, o qual ocorre através da ação das enzimas 

Ten Eleven Translocations (TETs), por meio de processo oxidativo (Penn, Suwalski 

et al., 1972; Globisch, Munzel et al., 2010; Hashimoto, Liu et al., 2012; Bogdanovic, 

Smits et al., 2016). A 5-hmC está presente em uma gama de tecidos de 

camundongos e humanos, principalmente no sistema nervoso, mais precisamente 

nas células de Purkinje (Kriaucionis e Heintz, 2009; Globisch, Munzel et al., 2010; 

Li e Liu, 2011). Embora a função da 5-hmC ainda não tenha sido totalmente 

elucidada, sabe-se que ela está relacionada com algumas patologias como 

doenças cardiovasculares e câncer (Orr, Haffner et al., 2012) e na gametogênese 

e embriogênese (Iqbal, Jin et al., 2011). 
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A ação das enzimas TET não é a única forma pela qual ocorre o processo 

de desmetilação do DNA. O sistema activation-induced DNA-cytosine deaminase / 

Apolipoprotein BmRNA-editing catalytic polypeptides (AID/APOBEC) retira um 

grupamento amino de uma 5-mC ou 5-hmC, induzindo à desmetilação (Liu e 

Schatz, 2009). Outro processo é através de glicosilases Base Excision Repair 

(BER), que desmetilam o DNA através de mecanismos de reparação do DNA (He, 

Li et al., 2011). Assim, especula-se que múltiplas vias estão relacionadas à 

remoção da 5-mC do genoma, sendo que as enzimas TETs estão envolvidas em 

pelo menos algumas delas (Branco, Ficz et al., 2012). 

 

1.1.2 Reprogramação da metilação do DNA durante a gametogênese e 

embriogênese inicial em mamíferos 

 

O processo de reprogramação da metilação do DNA em mamíferos é bem 

conhecido. Nele, eventos de desmetilação e remetilação do DNA acontecem no 

genoma durante a gametogênese e o desenvolvimento embrionário inicial, e são 

essenciais para o estabelecimento dos corretos padrões epigenéticos célula ou 

tecido-específicos e para a manutenção da herança epigenética (Reik, Dean et al., 

2001). Para fins didáticos, divide-se a reprogramação epigenética em dois ciclos, 

que acontecem concomitantemente durante o desenvolvimento embrionário inicial. 

O primeiro ciclo acontece nas CGP, para a formação dos gametas. Essas 

células são derivadas do epiblasto e durante sua migração e colonização da crista 

gonadal durante a embriogênese inicial vão perdendo seu padrão de metilação, 

assumindo um padrão bastante desmetilado, caracterizando um padrão unipotente 

(Molyneaux e Wylie, 2004). Em camundongos, nas células germinativas 

masculinas – proespermatogônias – a remetilação acontece ainda na fase fetal, 

sendo que ao nascimento o indivíduo possui, em todas as suas células 

germinativas, praticamente o padrão epigenético do gameta masculino (Bowles e 

Koopman, 2007; Macdonald e Mann, 2014). Já os ovócitos estacionados na prófase 

da meiose I apresentam níveis de metilação bastante basais, semelhantes aos das 

CGP, sendo que os gametas femininos somente começam a adquirir um padrão de 

metilação ovócito-específico a partir do recrutamento dos folículos primordiais para 

crescimento, sendo que ele se completa somente após a maturação do ovócito 
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(Fagundes, Michalczechen-Lacerda et al., 2011; Mendonca Ados, Guimaraes et al., 

2015; Yu, Dong et al., 2017). Embora o processo de reprogramação da metilação 

do DNA durante a gametogênese seja conservado entre os mamíferos, estudos 

mostram que diferenças espécie-específicas ocorrem (Park, Jeong et al., 2007). 

O segundo ciclo de reprogramação começa imediatamente após a 

fecundação, com a desmetilação de ambos os pró-núcleos, a fim de “apagar” a 

memória epigenética de gametas, sendo que no masculino essa desmetilação 

acontece de forma ativa – através das enzimas TETs que oxidam a 5-mC – e no 

feminino de forma passiva – através da remoção da DNMT1o do núcleo das células, 

perdendo sua capacidade de metilação de manutenção ao longo das divisões 

mitóticas (Dean, Santos et al., 2001; Reik, Dean et al., 2001; Macdonald e Mann, 

2014). Na fase de embriogênese inicial os genomas paterno e materno começam 

a adquirir padrões específicos de metilação, processo conhecido como metilação 

de novo. O momento no qual essa remetilação do DNA ocorre varia conforme a 

espécie: em um período próximo à implantação do embrião murino (estágio de 

blastocisto) (Morgan, Santos et al., 2005), no estágio de embrião de 8-16 células 

em bovinos (Maalouf, Alberio et al., 2008), mórula em suínos (Park, Kim et al., 2009) 

e 8 células em humanos (Guo, Zhu et al., 2014) e macacos (Gao, Niu et al., 2017). 

A partir desse momento ocorre o primeiro evento de diferenciação celular do 

embrião, na formação da massa celular interna (MCI), que originará as células do 

futuro feto, e do trofoectoderma (TE), que dará origem à placenta, sendo que este 

último adquire níveis mais baixos de metilação do que a MCI (Reik, Dean et al., 

2001; Morgan, Santos et al., 2005). 

O processo de remetilação do DNA é essencial para dar início ao processo 

de diferenciação celular e formação dos diferentes tecidos do organismo (Shemer, 

Walsh et al., 1990; Del Arco e Izquierdo, 1993). Além disso, é justamente nessa 

fase do início da embriogênese, na qual ocorre alta síntese de DNA com o 

concomitante estabelecimento do padrão de metilação de novo do DNA, que o 

embrião é mais vulnerável aos fatores ambientais, sendo portanto susceptíveis aos 

efeitos das ARTs, como a PIVE. Fatores externos aos quais fêmeas gestantes são 

expostas podem desencadear alterações epigenéticas tanto na progênie 

diretamente (geração F1), afetando a reprogramação das células somáticas 

pluripotentes do embrião em formação, quanto na progênie da geração F1 (geração 
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F2), afetando a reprogramação das células germinativas primordiais em formação 

(Faulk e Dolinoy, 2014). 

 
1.1.3 Modificações pós-traducionais de Histonas 

 

Dentre as mais importantes alterações epigenéticas destacam-se as 

modificações pós-traducionais das histonas. Estas são proteínas que se 

caracterizam por seu estado básico, tendo assim alta afinidade pelo caráter ácido 

da molécula de DNA. Juntos, DNA e histonas se estruturam em nucleossomos, 

formando o arcabouço da cromatina. A estrutura básica do nucleossomo é 

composta da molécula de DNA e um octâmero de histonas – duas histonas H2A, 

duas H2B, duas H3 e duas H4, as quais são conectadas por uma histona H1 (Li, 

Lu et al., 2013). 

Essas proteínas são susceptíveis a um vasto número de modificações pós-

traducionais que ocorrem nas suas caudas amino terminais, as quais se projetam 

para fora da estrutura dos nucleossomos (Bannister e Kouzarides, 2011). 

Dependendo da modificação, quantidade de modificações, resíduo de aminoácido 

no qual a modificação ocorre e a histona que sofre a modificação, a expressão 

gênica pode ser inibida ou ativada, controlando finamente a maquinaria 

transcricional da célula (Strahl e Allis, 2000; Eglen e Reisine, 2011). 

As principais modificações às quais as histonas estão sujeitas são a 

metilação de resíduos de arginina (R), metilação, acetilação, ubiquitinação, 

ADPribosilação e SUMOilação de resíduos de lisina (K) e fosforilação de resíduos 

de serina (S) e treonina (T) (Smolle e Workman, 2013). Além dessas, outras 

modificações que podem ocorrer são glicosilação, deaminação, butirilação, 

biotinilação, N-formilação e isomerização de prolina (P) (Kouzarides, 2007). Essas 

modificações podem alterar os padrões de contato do DNA com o octâmero de 

histonas, influenciando diretamente a estrutura da cromatina (Smolle e Workman, 

2013). 

O processo de metilação de histonas ocorre com a adição de um grupo metil 

em resíduos de lisina ou arginina das histonas H3 e H4 (Xu e Andreassi, 2011). 

Resíduos de lisina, incluindo H3K4, H3K9, H3K27 e H3K36 podem ser mono, di ou 

trimetilados, sendo esse um processo reversível (Shi, Lan et al., 2004). A metilação 
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e a desmetilação de histonas são processos catalisados por enzimas Histonas 

Metiltransferases (HMTs) e Histonas Desmetilases (HDMTs), respectivamente, 

sendo que sua expressão ocorre de uma maneira tecido-específica (Xu e 

Andreassi, 2011). 

A acetilação é o processo epigenético mais estudado a nível de histonas, e 

é responsável por modificações mais bruscas no comportamento da cromatina do 

que a metilação, pois neutraliza a carga elétrica da histona, diminuindo a sua 

afinidade pelo DNA (Hasan e Hottiger, 2002). Os processos de acetilação e 

desacetilação de histonas são catalisados por grupos de enzimas Histona 

Acetiltransferases (HATs) e Histona Desacetilases (HDACs), respectivamente. As 

HATs transferem grupos acetil do composto acetil-CoA para grupos amino dos 

resíduos de lisinas das histonas (Eglen e Reisine, 2011; He, Han et al., 2017), 

sendo um processo que normalmente induz à expressão gênica, já que as histonas 

acetiladas perdem o caráter básico e, consequentemente, diminuem sua afinidade 

pelo DNA, “afrouxando” a cromatina. Já as HDACs compreendem uma família de 

enzimas que removem os grupos acetil das histonas, tornando-as mais básicas e 

aumentando a interação com a molécula de DNA. Há quatro classes de HDACs 

que se diferenciam por sua sequência, estrutura e localização celular (De Ruijter, 

Van Gennip et al., 2003; Eglen e Reisine, 2011). 

O processo de fosforilação de histonas adiciona carga negativa à histona, 

diminuindo sua afinidade pelo DNA, estando assim relacionado com a ativação da 

transcrição, sendo importante nos processos de apoptose celular, mitose e meiose 

(Wang, Wu et al., 2012). A SUMOilação de histonas possui função contrária, 

estando envolvida com o silenciamento da transcrição (Nathan, Sterner et al., 

2003). Já a ubiquitinação possui função de ativação ou repressão transcricional de 

acordo com o resíduo de lisina que recebe essa alteração (Wilkinson, 1987). 

As alterações das histonas, especialmente acetilação e metilação, tem a 

função de modular a expressão gênica durante a gametogênese e embriogênese, 

participando, juntamente com a metilação do DNA, da reprogramação epigenética 

que acontece nessas fases de desenvolvimento. Assim, elas contribuem de 

maneira efetiva para o estabelecimento dos corretos padrões transcricionais 

durante o desenvolvimento embrionário (Chambers e Shaw, 1987; Kubicek, 

Schotta et al., 2006). 
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1.1.4 Imprinting Genômico 

 

Experimentos de transferência pronuclear isoparental, realizados em 

camundongos no início da década de 1980, mostraram que as contribuições 

genéticas paternas e maternas não são equivalentes, estando sujeitas à regulação 

parental diferencial (Mcgrath e Solter, 1984), sendo essa diferença indispensável 

para o desenvolvimento embrionário normal. Uma considerável proporção de 

genes em mamíferos e fanerógamas está reprimida em apenas um cromossomo e 

sua transcrição ocorre de acordo com a sua origem parental (Wutz, Smrzka et al., 

1997; Reik e Dean, 2001; Manipalviratn, Decherney et al., 2009). O que controla 

esse processo é, basicamente, a metilação do DNA diferencial entre os genomas 

paterno e materno. Esse processo é conhecido como imprinting genômico, e é 

estabelecido durante a gametogênese de acordo com o sexo do embrião. Durante 

a reprogramação epigenética os padrões de metilação dos genes imprinted das 

CGP são apagados, provavelmente próximo do dia 12 de desenvolvimento 

embrionário em camundongos, e depois reestabelecidos de acordo com o padrão 

do gameta masculino ou feminino (Reik e Walter, 2001; Manipalviratn, Decherney 

et al., 2009). Durante a segunda “onda” de desmetilação do genoma, os genes 

imprinted são protegidos de sofrerem desmetilação após a fecundação, 

provavelmente devido à ação de produtos dos genes de pluripotência – como a 

Developmental Pluripotency-Associated Protein 3 (DPPA3) – que os protegem da 

ação das enzimas TETs nessa fase de desenvolvimento, garantindo a transmissão 

à progênie dos padrões imprinted advindo dos gametas (Reik e Walter, 2001; 

Manipalviratn, Decherney et al., 2009; Proudhon, Duffie et al., 2012; Macdonald e 

Mann, 2014). 

Em mamíferos os genes imprinted estão relacionados com a regulação do 

crescimento fetal, desenvolvimento pós-natal, comportamento e metabolismo (Hall, 

1997; Reik e Walter, 2001; Daelemans, Ritchie et al., 2010), o que levou à teoria do 

conflito genético, segundo a qual os genes paternalmente expressos tendem a 

aumentar o tamanho fetal a fim de extrair o máximo de nutrientes das fêmeas para 

que seus descendentes obtenham maior sucesso evolutivo. Em contrapartida, os 

genes de origem materna precisam ser mais conservativos para que o potencial 

materno não se esgote em uma única prole, o que justifica a tendência para que 
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genes maternalmente expressos suprimam o crescimento fetal (Moore e Haig, 

1991). Distúrbios nesse “equilíbrio” da expressão gênica podem causar anomalias, 

como as Síndromes de Prader Willi e Angelman observadas em humanos (Frost e 

Moore, 2010). 

A expressão dos genes imprinted é diferenciada dependendo se o 

cromossomo que os contêm for de origem materna ou paterna (Feil, Walter et al., 

1994; Hall, 1997; Reik e Walter, 2001). Ou seja, nesses genes, apenas um alelo 

está ativo enquanto o outro está quase completamente silenciado (Daelemans, 

Ritchie et al., 2010). Essas marcas sexo-específicas são proporcionadas 

principalmente por metilação do DNA em pequenas regiões desses genes ricas em 

CpGs, denominadas germline Differentially Methylated Regions (gDMRs) (Gebert, 

Wrenzycki et al., 2009). As gDMRs podem ser classificadas em transientes (tDMRs) 

ou imprinted DMRs (iDMRs). As iDMRs não sofrem desmetilação após a 

fecundação (Proudhon, Duffie et al., 2012; Macdonald e Mann, 2014), porém as 

tDMRs são maioria dentre as gDMRs, sofrendo reprogramação durante a 

embriogênese inicial (Smallwood, Tomizawa et al., 2011; Macdonald e Mann, 

2014). Dessa forma, somente a presença de uma gDMR não caracteriza um gene 

imprinted (Macdonald e Mann, 2014). 

Genes imprinted raramente são encontrados isolados, sendo que cerca de 

80% deles estão organizados em clusters juntamente com outros genes imprinted 

(Reik e Walter, 2001; Manipalviratn, Decherney et al., 2009), o que permite sua 

regulação coordenada no domínio cromossomal. O controle da expressão de um 

cluster formado por mais de um gene imprinted no genoma de mamíferos é feito 

através de regiões específicas, denominadas Imprinting Centers (IC) ou Imprinting 

Control Regions (ICR) (Ohlsson, Paldi et al., 2001; Reik e Walter, 2001; Verona, 

Mann et al., 2003). 

Um exemplo clássico de regulação imprinted é o modelo de regulação dos 

genes Insulin-Like Growth Factor 2 (IGF2) e H19 (H19 Imprinted maternally 

expressed transcript) (Murrell, Heeson et al., 2004). O gene IGF2 está envolvido 

em eventos primordiais na embriogênese, no crescimento fetal, diferenciação 

tecidual e desenvolvimento da placenta (Gebert, Wrenzycki et al., 2006; Frost e 

Moore, 2010), sendo sua expressão de origem paterna e cujo controle é bastante 

complexo. A regulação da expressão do gene IGF2 em camundongos ocorre 
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através das DMR 0, DMR 1 e DMR 2. A DMR 0 está localizada no pseudo-éxon 1, 

sendo específica de placenta e maternalmente metilada (Moore, Constancia et al., 

1997). Já as DMR 1 e DMR 2 são paternalmente metiladas, estando a primeira 

localizada no promotor do gene IGF2 e segunda localizada dentro do último éxon 

desse gene (Feil, Walter et al., 1994; Moore, Constancia et al., 1997; Murrell, 

Heeson et al., 2004; Gebert, Wrenzycki et al., 2006; Ideraabdullah, Vigneau et al., 

2008; Paradowska, 2009; Franco, Prickett et al., 2014). O gene IGF2 compartilha o 

mesmo cluster com o gene H19, cuja expressão é de origem materna. A presença 

de um enhancer que participa da expressão dos genes IGF2 e H19 permite um fino 

controle da expressão de ambos os genes, principalmente devido à presença de 

uma ICR localizada no gene H19. 

No alelo materno a característica desmetilada da ICR possibilita a ligação do 

fator de repressão CTCF (Fator de Ligação CCCTC) e sua associação com a DMR 

1 do IGF2. Isto possibilita uma configuração da cromatina para um estado de 

ativação do gene H19 pela presença do enhancer próximo ao promotor deste gene, 

e um domínio inativo do gene IGF2. Já no alelo paterno a ICR metilada associa-se 

com a DMR 2 do gene IGF2, também metilada, configurando um domínio de 

cromatina ativa para o gene IGF2 – pela proximidade do enhancer ao promotor do 

gene IGF2 – e um domínio inativo para o gene H19 (Murrell, Heeson et al., 2004; 

Chao e D'amore, 2008; Ideraabdullah, Vigneau et al., 2008; Paradowska, 2009). 

Embora o imprinting genômico seja coordenado principalmente por 

metilação do DNA em regiões de iDMRs, outros fatores epigenéticos estão 

associados com a característica imprinted, tal como alterações de histonas. Um 

estudo recente confirmou que especificamente a trimetilação da lisina 27 da histona 

3 (H3K27me3) é a marca imprinted do transcrito específico do X inativo (XIST) em 

ovócitos e embriões de camundongos, resultando no silenciamento materno de 

XIST nesta espécie (Inoue, Jiang et al., 2017). 

 

1.1.5 RNAs não-codantes 

 

O dogma central da Biologia (DNA  RNA  Proteína) (Crick, 1958) cai por 

terra no anos 1970, com a descoberta de uma classe de RNAs mensageiros 

(RNAm) que não são traduzidos em proteínas (Adams e Cory, 1970). São os 
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chamados RNAs não-codantes (ncRNA). Estima-se que aproximadamente apenas 

2% de todos os transcritos produzidos no genoma de eucariotos são traduzidos em 

proteínas (Di Mauro e Catalucci, 2017). Uma grande parte é composta por ncRNA, 

os quais são RNA funcionais, regulando a expressão gênica ao degradar RNAm ou 

participando de mecanismos pós-transcricionais, como o splicing. Fazem parte 

desse grupo de ncRNA os transfer RNAs (tRNA), ribosomal RNA (rRNA), small 

interfering RNAs (siRNAs), microRNAs (miRNAs) and long ncRNAs (lncRNAs) 

(Kaikkonen, Lam et al., 2011; Liu e Lu, 2012; Gomes, Nolasco et al., 2013). 

Os lncRNAs possuem funções regulatórias importantes, já que atuam na 

coordenação da transcrição gênica (como moduladores epigenéticos), 

compartimentalização nuclear e regulação gênica pós-transcricional (Lee, 2012; 

Greco, Gorospe et al., 2015). Essa família de RNAs também possui função 

essencial no desenvolvimento embrionário, regulando a expressão de fatores de 

pluripotência, assim como no padrão de expressão gênica tecido-específico (Sheik 

Mohamed, Gaughwin et al., 2010). Além disso, os lncRNAs desempenham funções 

cruciais no controle da inativação do cromossomo X durante a embriogênese inicial 

(Ponting, Oliver et al., 2009; Inbar-Feigenberg, Choufani et al., 2013). 

 

1.2 INATIVAÇÃO DO CROMOSSOMO X 

 

Milhares de anos atrás os cromossomos sexuais começaram a se diferenciar 

dos cromossomos autossômicos, possivelmente com o advento da reprodução 

sexuada, uma importante estratégia de adaptação evolutiva, imprescindível para a 

diversidade genética observada nos dias de hoje. Nesse momento, possivelmente 

a maioria dos genes estavam presentes tanto no cromossomo X quanto no 

cromossomo Y (Pessia, Makino et al., 2012), não existindo, portanto, nenhuma 

diferença entre os produtos de expressão dos dois cromossomos (Gribnau e 

Grootegoed, 2012). Como consequência do fato do cromossomo Y nunca sofrer 

recombinação, ele acabou sofrendo uma “degradação” gradual (Charlesworth e 

Charlesworth, 2000). Isso possibilitou o aumento das diferenças relacionadas aos 

produtos gênicos entre fêmeas e machos (Gribnau e Grootegoed, 2012; Pessia, 

Makino et al., 2012). Assim, mecanismos de compensação de dose evoluíram com 

o intuito de diminuir ou extinguir o excesso de expressão de X em relação ao Y. 
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Como um exemplo tem-se a espécie Tribolium castaneum (besouro castanho) e 

outros insetos, nos quais o cromossomo X do macho expressa em dobro seus 

genes, quando comparados com os cromossomos X das fêmeas (Meller e Kuroda, 

2002; Prince, Kirkland et al., 2010). Já os vermes hermafroditas conservam ambos 

os cromossomos X ativos, mas reduzem pela metade a expressão de cada um 

deles (Meyer e Casson, 1986). 

Em mamíferos, a inativação de um cromossomo X (ICX), que ocorre durante 

o desenvolvimento embrionário inicial, foi a estratégia evolutiva escolhida para 

compensar o desbalanço da produção gênica entre os sexos homo (fêmea) e 

heterogamético (macho). Nesse processo, um dos cromossomos X é silenciado 

(Lyon, 1961; Augui, Nora et al., 2011; Teklenburg, Weimar et al., 2012). Quando 

um cromossomo X é aleatoriamente inativado em uma determinada célula (X 

paterno – Xp ou materno – Xm), toda a sua descendência mantém o mesmo 

cromossomo X originalmente escolhido para ser inativado, gerando um 

“mosaicismo” nos tecidos femininos (Nesbit, 1971). 

Embora seja um evento que acontece com as fêmeas de todos os 

representantes da classe dos mamíferos durante a fase embrionária inicial, existem 

diferenças importantes entre as espécies. Nos mamíferos metatérios, a ICX é 

imprinted, sendo que o cromossomo X a ser inativado é exclusivamente o de origem 

paterna (Sharman, 1971; Furlan e Rougeulle, 2016). Nesses indivíduos, a ICX é 

“orquestrada” por um lncRNA chamado RNA on the silent X (RSX), o qual parece 

ter surgido evolutivamente há aproximadamente 100 milhões de anos (Grant, 

Mahadevaiah et al., 2012; Furlan e Rougeulle, 2016). Algumas espécies de eutérios 

(placentários), como roedores e bovinos, conservaram a característica imprinted da 

ICX, porém apenas na embriogênese inicial, antes da implantação, e nos anexos 

extraembrionários (Furlan e Rougeulle, 2016). Nas células que originarão os 

tecidos do futuro organismo, após a fase embrionária, a ICX é do tipo randômica 

com inativação aleatória do Xp ou Xm (Monk e Harper, 1979; Mak, Nesterova et al., 

2004; Okamoto, Otte et al., 2004; Dupont e Gribnau, 2013). Em outras espécies, 

tais como humanos e coelhos, a ICX é exclusivamente randômica (Okamoto, Patrat 

et al., 2011). A característica randômica da ICX resulta em mosaicismo, o qual é 

importante para a diversidade fisiológica e, em alguns casos, sobrevivência das 

fêmeas (Yue, Charles Richard et al., 2016). A inativação imprinted é bastante 
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instável e depende de uma expressão contínua do X-Inactive Specific Transcript 

(XIST), enquanto a inativação randômica é mais estável, mesmo na ausência de 

transcrição de XIST (Dupont, Maduro et al., 2016). 

 

1.2.1 O ciclo da inativação do cromossomo X no modelo camundongo 

 

Dentre os mamíferos, a ICX é mais bem conhecida na espécie murina 

(Payer, Lee et al., 2011; Oikawa, Inoue et al., 2014). A inativação imprinted do X 

ocorre primeiramente nos estágios iniciais do desenvolvimento. Em camundongos, 

no estágio embrionário de 2-células o Xp é preferencialmente inativado (Huynh e 

Lee, 2003; Okamoto, Otte et al., 2004). Isso acontece possivelmente devido ao 

processo de inativação dos cromossomos sexuais meióticos (ICSM) (Turner, 

Mahadevaiah et al., 2005), que acontece durante a espermatogênese  (Huynh e 

Lee, 2003). Durante a fase de paquíteno da prófase da meiose I da gametogênese 

masculina as regiões não-homólogas dos cromossomos X e Y sofrem o processo 

da ICSM, um fenômeno que se acredita suprimir a recombinação entre as 

cromatinas não-homólogas dos cromossomos sexuais. Como resultado, tem-se 

que 85% da "cromatina sexual pós-meiótica" permanece reprimida 

transcricionalmente durante a espermiogênese. Isso confere ao Xp um estado de 

“pré-inativação” após a fecundação do ovócito pelo espermatozoide (Namekawa, 

Park et al., 2006; Turner, Mahadevaiah et al., 2006), sendo que todas as células 

embrionárias têm o seu Xp silenciado até o estágio de mórula. Após a primeira 

diferenciação celular e durante o estágio de peri-implantação, a inativação 

imprinted do Xp é mantida apenas nas células do trofoectoderma (TE), que 

originarão os tecidos extraembrionários (Takagi e Sasaki, 1975; Okamoto, Otte et 

al., 2004). Por outro lado, nas células da massa celular interna (MCI), o Xp é 

reativado e um dos cromossomos X é aleatoriamente inativado (Mak, Nesterova et 

al., 2004; Okamoto, Otte et al., 2004), sendo que ambos os cromossomos X têm a 

mesma chance de serem inativados (Lyon, 1961). 

A característica imprinted da ICX durante a embriogênese inicial de 

camundongos e nas células do trofoectoderma ocorre sob o controle dos genes 

XIST, cuja transcrição é controlada pela marca H3K27me3 (Inoue, Jiang et al., 

2017), e do seu transcrito antisense TSIX, sendo ambos produzidos no 
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cromossomo X inativo e ativo, respectivamente (Lee, Davidow et al., 1999; Lee e 

Lu, 1999; Payer, Lee et al., 2011). A transcrição imprinted de XIST no cromossomo 

X paterno e o seu acúmulo em cis no cromossomo, recruta uma série de fatores de 

silenciamento transcricional, os quais auxiliam na compactação da cromatina e no 

silenciamento do cromossomo X paterno (Okamoto e Heard, 2009). O cromossomo 

de origem materna, por outro lado, adquire marcas durante a ovogênese que o 

mantém “resistente” à transcrição do XIST e, consequentemente, à inativação 

(Tada, Obata et al., 2000). 

A reativação do X paterno nas células da mórula que originarão a MCI ocorre 

concomitantemente à expressão de alguns genes de pluripotência nessas células, 

como POU class 5 homeobox 1 (POU5F1 ou OCT4), Nanog homeobox (NANOG), 

SRY (sex determining region Y)-box 2 (SOX2) e REX1, os quais modulam XIST 

negativamente e estimulam a expressão de TSIX (Navarro, Chambers et al., 2008; 

Navarro, Oldfield et al., 2010; Gontan, Achame et al., 2012). Próximo à implantação, 

ambos os cromossomo X das células da MCI de blastocistos murinos ficam em 

contato físico, evento que se denomina “pareamento dos cromossomos X” (Bacher, 

Guggiari et al., 2006; Xu, Tsai et al., 2006). Esse contato permite a expressão 

aleatória de XIST em um dos cromossomos X, impedindo a sua expressão no 

cromossomo que deverá permanecer inativo (Monkhorst, Jonkers et al., 2008; 

Barakat, Jonkers et al., 2010; Dupont e Gribnau, 2013). O cromossomo X, após ser 

inativado, localiza-se preferencialmente no espaço perinucleolar durante a fase S 

do ciclo celular, a fim de manter o seu estado inativo  (Zhang, Huynh et al., 2007) 

ou localiza-se na periferia nuclear (Ohno, Kaplan et al., 1958). 

As células da MCI originam as CGP. Durante a migração e a colonização 

das gônadas em formação pelas CGP, um ciclo de reprogramação epigenética 

ocorre, na qual estas células perdem todo o padrão de metilação, incluindo as 

marcas imprinted (Shovlin, Durcova-Hills et al., 2008). Após a colonização, essas 

células começam a se diferenciar em células precursoras dos gametas (ovogônias 

ou proespermatogônias dependendo do sexo do indivíduo), adquirindo um padrão 

específico de metilação sexo-dependente (Bowles e Koopman, 2007; Kobayashi, 

Sakurai et al., 2012; Shirane, Toh et al., 2013). Nas fêmeas, durante essa fase pré-

natal da gametogênese, um segundo ciclo de reativação do cromossomo X 

acontece, na qual o cromossomo X inativo (independente da sua origem parental) 
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perde os fatores de silenciamento e é reativado (De Napoles, Nesterova et al., 

2007; Sugimoto e Abe, 2007). Assim, ambos os cromossomos X, materno e 

paterno, permanecem em um estado ativo nas células precursoras dos gametas e 

adquirem uma marca imprinted, a qual protege esse cromossomo (futuro Xm) de 

ser inativado após a fecundação (De Napoles, Nesterova et al., 2007). 

Um esquema do ciclo de ICX em embriões fêmeas de camundongos está 

mostrado na Figura 1. 

 
Figura 1: Ciclo da inativação do cromossomo X (ICX) em embriões fêmeas de camundongos. 
Assim que ocorre a fecundação inicia-se um gradual processo de inativação do cromossomo X 
paterno (Xp) (possivelmente em consequência ao processo de inativação dos cromossomos sexuais 
meióticos - ICSM) até o estágio de mórula, no qual o Xp está completamente inativado. Já o 
cromossomo X materno (Xm) permanece ativo no final da ovogênese e em embriões pré-
implantação, devido à marca imprinted de XIST H3K27me3 (pequeno regângulo verde no Xm; parte 
superior da figura). Nos embriões em estágio de blastocisto (à direita na figura) e próximo à 
implantação, as células do trofoectoderma (TE) mantêm o Xp inativo. Já as células da massa celular 
interna (ICM) reativam seu Xp e sofrem uma ICX aleatória, inativando ou o Xp ou o Xm. Durante o 
desenvolvimento embrionário algumas das células da ICM originam as células germinativas 
primordiais (CGP) (parte inferior da figura), as quais se reprogramam epigeneticamente, reativando 
o seu X inativo. Como resultado, ambos os cromossomos X das CGP permanecem ativos quando 
elas migram e colonizam a crista gonadal. Essas células, precursoras dos ovócitos, recebem uma 
marca (H3K27me3) que possibilita o futuro Xm do ovócito a resistir à ICX após a fecundação pelo 
espermatozoide. 
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1.2.2 Fatores envolvidos na inativação do cromossomo X em 

camundongos 

 

Uma gama de ncRNA, complexos proteicos e genes de pluripotência está 

envolvida na ICX, pelo menos em camundongos. Associados a outros ou atuando 

isoladamente, esses fatores possibilitam o estabelecimento de eventos 

epigenenéticos e, consequentemente, o remodelamento da cromatina. Dentre os 

eventos epigenéticos que coordenam o processo da ICX destacam-se a metilação 

do DNA e alterações de histonas (Chang, Tucker et al., 2006).  

 

1.2.2.1 XIST 

 

Na região do XIC (X Inactivation Centre) é produzido o XIST, o qual é um 

transcrito não-codante de 17 kb em camundongos (após o processamento) (Brown, 

Hendrich et al., 1992; Hong, Ontiveros et al., 1999) e sujeito a splicing alternativo e 

poliadenilação (Hong, Ontiveros et al., 1999; Memili, Hong et al., 2001). Como é 

sujeito a splicing alternativo, é possível a geração de várias isoformas de RNA 

XIST, as quais podem ser produzidas de uma forma tecido ou sexo-dependente 

(Brown, Hendrich et al., 1992; Hong, Ontiveros et al., 1999; Memili, Hong et al., 

2001; Ma e Strauss, 2005; Kim, Choi et al., 2015). A sua estrutura molecular, em 

termos de número de éxons e quantidade de sequências repetitivas é relativamente 

conservada entre as espécies de mamíferos eutérios, mas a sequência de 

nucleotídeos pode variar de forma espécie-específica (Nesterova, Slobodyanyuk et 

al., 2001; Chureau, Prissette et al., 2002; Hoki, Kimura et al., 2009). 

Esse transcrito é um dos mais importantes fatores para a iniciação da ICX, 

atuando em cis ao longo do cromossomo em que é transcrito para realizar o 

silenciamento cromossomal (Mohandas, Sparkes et al., 1981; Hall, 1991; John e 

Surani, 1996; Duthie, Nesterova et al., 1999; Simon, Tenzen et al., 1999; Augui, 

Nora et al., 2011; Wijchers e Festenstein, 2011). Ele é responsável por recrutar 

complexos enzimáticos catalisadores de adição de fatores epigenéticos de 

silenciamento durante a embriogênese, tais como o Polycomb Repressive Complex 

2 (PRC2), que catalisa a trimetilação da lisina 27 da histona H3 (H3K27me3) e o 

Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1), responsável pela ubiquitinação da 
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histona H2A (H2Aub) (Fang, Chen et al., 2004; Chaumeil, Le Baccon et al., 2006; 

Cerase, Pintacuda et al., 2015). Além disso, foi observada a perda de marcas de 

histonas relacionadas com um estado de eucromatina, como metilação da lisina 4 

da histona 3 (H3K4me) e acetilação da histona H3 (H3ac) logo após a expressão 

do RNA XIST (Chaumeil, Le Baccon et al., 2006). Outas marcas epigenéticas 

repressivas, como a presença da histona macroH2A e a metilação do DNA são 

incorporadas no Xi de forma XIST-dependente a fim de estabilizar o cromossomo 

inativo (Wutz, 2011). 

A estrutura genômica XIST é complexa. Aproximadamente seis grupos de 

regiões repetitivas (repeats) em tandem se posicionam dentro do XIST, e parecem 

ser bastante conservadas no genoma das espécies de mamíferos (Gendrel e 

Heard, 2014). Em camundongos, foram identificadas as seis regiões repetitivas, 

denominadas de A a F (Repeats A-F) (Brown, Hendrich et al., 1992; Nesterova, 

Slobodyanyuk et al., 2001). A origem evolutiva dessas regiões é variável. Os 

Repeats A, C e D tem, como provável origem, retrovírus endógenos (Wutz, 

Rasmussen et al., 2002; Elisaphenko, Kolesnikov et al., 2008). O Repeat F foi, 

provavelmente, originado de transposons de DNA, o Repeat B é uma região de 

microssatélites, enquanto o Repeat E consiste em uma região IAP (intracisternal A 

particle) (Nesterova, Slobodyanyuk et al., 2001; Elisaphenko, Kolesnikov et al., 

2008). 

As funções dessas regiões repetitivas ainda não foram totalmente 

elucidadas, mas estudos mostram que sua conformação espacial e estrutura 

molecular no RNA XIST parecem favorecer a ligação ou recrutamento de fatores 

importantes para a ICX (Lu, Carter et al., 2017). O RNA XIST parece interagir com 

o fator de transcrição Ying Yang 1 (YY1) através do Repeat C, por exemplo, 

prendendo o RNA XIST ao centro de nucleação do Xi em cis (Jeon e Lee, 2011). O 

Repeat E, que é o único fora do éxon 1 em camundongos, também tem um papel 

importante na localização do RNA XIST na cromatina ao se complexar com a 

proteína de associação à matriz nuclear Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein 

U (HNRNPU), além de estar relacionado com a expressão de genes do 

cromossomo X que escapam à inativação (Yue, Ogawa et al., 2017). Já os Repeats 

B e F parecem ser responsáveis pelo recrutamento da Jumonji and AT-Rich 

Interaction Domain containing 2 (JARID2), um cofator do PRC2, para o Xi (Da 
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Rocha, Boeva et al., 2014). Por outro lado, as regiões Repeats A e D agem 

diretamente no processo de ICX. A importância do Repeat D foi recentemente 

estudada. Sabe-se que ele regula XIST positivamente, controlando o processo de 

ICX, embora não se saiba o mecanismo exato pelo qual isso ocorre (Lv, Yuan et 

al., 2016). Dentre todas, a região Repeat A parece ser a mais importante para o 

processo de iniciação e manutenção do cromossomo X inativo (Wutz, Rasmussen 

et al., 2002; Zhao, Sun et al., 2008). 

Há mais de três décadas a metilação do DNA tem sido proposta como sendo 

uma das principais responsáveis pelo “gatilho” da inativação do cromossomo X em 

embriões femininos (Monk, Boubelik et al., 1987). O gene XIST em camundongos 

apresenta dinucleotídeos CpG na sua porção inicial (incluindo a região promotora) 

com algumas características de ilha CpG, porém, não é muito rico nesses 

dinucleotídeos (Norris, Patel et al., 1994). Estudos mostraram que a metilação 

nesses CpGs da região promotora está relacionada com a repressão da transcrição 

desse gene (Hendrich, Brown et al., 1993), além de ser responsável por estabelecer 

os padrões imprinted observados na embriogênese inicial de camundongos, com a 

inativação do Xp (Ariel, Robinson et al., 1995). No entanto, a presença de 

dinucleotídeos CpG na região promotora de XIST não é bem conservada entre as 

espécies de mamíferos, sendo que outras regiões ricas em CpG regulam a 

expressão desse gene, como no éxon 1 para bovinos, a qual se caracteriza por ser 

uma DMR relacionada com a coordenação da expressão de XIST (Penny, Kay et 

al., 1996; Marahrens, Panning et al., 1997; Dindot, Kent et al., 2004; Borensztein, 

Syx et al., 2017). 

Em camundongos, sugere-se que a regulação da transcrição do gene XIST 

é dependente de fatores de pluripotência, como OCT4 e SOX2, que atuam de forma 

a reprimir a expressão de XIST de uma maneira alelo específica durante as fases 

iniciais de desenvolvimento embrionário (Navarro e Avner, 2009). Além disso, o 

fator Ring Finger Protein 12 (RNF12) é altamente expresso durante as clivagens 

iniciais do embrião murino, o que parece estar relacionado com a ativação de XIST 

no Xp ou a degradação de REX1, repressor de XIST, nesse mesmo cromossomo 

(Shin, Bossenz et al., 2010; Dupont e Gribnau, 2013). Assim, em camundongos, a 

inativação do cromossomo X imprinted parece ser resultado de um elaborado 
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controle entre fatores que estimulam a expressão de XIST no Xp e impedem sua 

expressão no Xm. 

 

1.2.2.2 Rep A 

 

A região repetitiva A (Rep A) localiza-se no início do éxon 1, na posição 

+310...737 em camundongos (GenBank M97167.1) (Brockdorff, Ashworth et al., 

1992) e +3480...770 em humanos (GenBank M97168.1) (Brown, Hendrich et al., 

1992). Das regiões repetitivas do XIST é a mais conservada entre os mamíferos 

(Maenner, Blaud et al., 2010). 

A região do Rep A é capaz de transcrever um ncRNA funcional em 

camundongos, o qual tem um papel crucial na função do silenciamento do X (Wutz, 

Rasmussen et al., 2002; Zhao, Sun et al., 2008; Hoki, Kimura et al., 2009). Embora 

esteja presente em células de ambos os sexos antes da ICX em camundongos, sua 

expressão é exclusivamente em células de fêmeas após o processo de ICX (Zhao, 

Sun et al., 2008). Sua estrutura é bastante conservada entre as espécies de 

mamíferos placentários, formando uma estável estrutura tetraloop em “grampo” 

(Duszczyk, Wutz et al., 2011). 

O transcrito Rep A é responsável por espalhar, em cis, o transcrito de XIST 

ao longo do cromossomo X que será inativado (Engreitz, Pandya-Jones et al., 

2013). Isso provavelmente é possível pelo fato de se ligar diretamente nos 

componentes do PRC2, especialmente EZH2 e SUZ12, recrutando o complexo 

proteico para o Xi via RNA XIST (Zhao, Sun et al., 2008; Maenner, Blaud et al., 

2010), mantendo assim o padrão de X inativo (Furlan e Rougeulle, 2016). Outros 

estudos, entretanto, mostram que PRC2 pode ser recrutado para XIST na ausência 

de Rep A (Plath, Fang et al., 2003; Kohlmaier, Savarese et al., 2004), evidenciando 

que outras regiões dentro do RNA XIST recrutam PRC2 com ou 

independentemente do Rep A (Maclary, Hinten et al., 2013). De toda forma, Rep A 

auxilia na estabilização da interação PRC2 / XIST (Da Rocha, Boeva et al., 2014). 
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1.2.2.3 TSIX 

 

A região do XIC contém também o TSIX, um ncRNA antisense do XIST que 

exibe um padrão de expressão antagônico a XIST (Lee e Lu, 1999). Antes da ICX 

TSIX é expresso em ambos os cromossomos X. Após o início do processo de 

inativação, a expressão de TSIX permanece apenas no X que permanecerá ativo 

(Lee, Davidow et al., 1999) e sua regulação é coordenada por uma região localizada 

entre 20 e 32 kb downstream a XIST conhecida por X-inactivation intergenic 

transcription elements (XITE) (Ogawa e Lee, 2003). 

A expressão de TSIX é importante para a definição de qual cromossomo X 

ficará ativo. Esse gene parece ser muito importante para estabelecer o padrão de 

heterocromatina do promotor de XIST no futuro X ativo ao enriquecer a região 

promotora deste último com fatores de cromatina repressiva, como H3K9me e 

metilação de dinucleotídeos CpG (Navarro, Page et al., 2006). Por outro lado, TSIX 

favorece o aumento de fatores relacionados à eucromatina ao longo de XIST, como 

ativação da H3K4me2 e repressão de H3K27me3 (Sun, Deaton et al., 2006; 

Navarro, Chantalat et al., 2009). Dessa forma, TSIX tem um papel essencial na 

transição do promotor de XIST de um estado de eucromatina para heterocromatina 

(Ohhata, Hoki et al., 2008). Finalmente, TSIX recruta para o promotor de XIST a 

DNMT3A, a qual metila o promotor de XIST no futuro X ativo (Sado, Hoki et al., 

2005; Sun, Deaton et al., 2006). 

Assim, o controle preciso da expressão de XIST e TSIX regula o processo 

de ICX (Navarro e Avner, 2010). Neste sentido, foi mostrado que uma fita dupla de 

RNA formada pelos transcritos de XIST e TSIX pode estar envolvida na ICX, 

funcionando como um mecanismo de RNA de interferência ao ser clivada pela 

enzima Dicer (Ogawa, Sun et al., 2008). Finalmente, TSIX parece estar envolvido 

com a transição da ICX de imprinted para randômica ao longo da evolução, já que 

a expressão bialélica de TSIX nos estágios pré-implantacionais de camundongos 

“apagam” as marcas epigenéticas relacionadas a ICX imprinting, tornando ambos 

os loci XIST (paterno e materno) epigeneticamente indistinguíveis e susceptíveis à 

inativação X aleatória (Navarro, Pichard et al., 2005). 
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1.2.2.4 Outros fatores envolvidos na inativação do cromossomo X 

 

Sabe-se que XIST é muito pouco expresso em células-tronco (Penny, Kay 

et al., 1996; Okamoto, Otte et al., 2004). Isso pode ter relação com a alta expressão 

de fatores de pluripotência presentes nessas células, ou seja, em células no estágio 

de pré-ICX a expressão de XIST parecer ser reprimida diretamente por fatores de 

pluripotência, tais como OCT4, NANOG e SOX2, os quais se ligam na região do 

éxon 1 de XIST (Navarro, Chambers et al., 2008; Donohoe, Silva et al., 2009). Além 

disso, a expressão de XIST é inibida indiretamente pela regulação positiva de TSIX 

por fatores de pluripotência, como OCT4, REX1, c-MYC e Kruppel like factor 4 

(KLF4), os quais se ligam ao promotor de TSIX (Navarro e Avner, 2010) ou ao XITE, 

enhancer de TSIX (Donohoe, Silva et al., 2009). Assim os fatores de pluripotência, 

juntamente com a expressão de TSIX, são importantes para manter XIST inativo 

em estágio de indiferenciação celular (Jeon, Sarma et al., 2012). 

A ICX é um processo que acontece como resultado de um delicado controle 

de expressão de XIST, realizado por um balanço entre repressores e ativadores da 

sua expressão (Tian, Sun et al., 2010; Sun, Del Rosario et al., 2013). Um ncRNA 

responsável por esse balanço é o Expressed neighbour of Xist (ENOX/JPX), o qual 

atua como um ativador de XIST e cuja presença é necessária para a contínua 

expressão de XIST no Xi, ou seja, na manutenção da ICX (Tian, Sun et al., 2010). 

Outro importante ativador de XIST é o RNF12, um gene que codifica uma E3 

ubiquitina ligase (RLIM) (Jonkers, Barakat et al., 2009). É um potente ativador de 

XIST, atuando em trans (Jonkers, Barakat et al., 2009; Navarro e Avner, 2010), 

especialmente no desenvolvimento embrionário (Barakat, Jonkers et al., 2010). 

RLIM, produto da expressão de RNF12, está envolvido com a degradação de REX1 

(Gontan, Achame et al., 2012), sendo que a expressão de duas cópias ativas de 

RNF12 é essencial para a correta ICX (Barakat, Loos et al., 2014). 

O RNA XIST é responsável por recrutar o PRC2, o qual é fundamental para 

a formação da estrutura de heterocromatina do Xi (Maclary, Buttigieg et al., 2014), 

pois catalisam alterações de histonas com características repressivas, como a 

ubiquitinação da lisina 119 da histona H2A (H2AK119ub) e especialmente a 

trimetilação da lisina 27 da histona H3 (H3K27me3) (Gieni e Hendzel, 2009; 

Sauvageau e Sauvageau, 2010; Surface, Thornton et al., 2010; Margueron e 
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Reinberg, 2011). H3K27me3 é um marcador de silenciamento epigenético que é 

comumente utilizado para identificar o Xi em células somáticas de fêmeas 

(Teklenburg, Weimar et al., 2012). O recrutamento de PRC2 ocorre, possivelmente, 

pela ação do RNA Rep A, que se liga às subunidades EZH2 e SUZ12 de PRC2 

antes da ligação com o próprio RNA XIST, para que as marcas repressivas de 

histonas possam ser colocadas no Xi, o que aumenta ainda mais a expressão de 

XIST, propiciando o espalhamento do processo de inativação ao longo de todo o 

cromossomo (Zhao, Sun et al., 2008; Maclary, Hinten et al., 2013). Recentemente 

um estudo mostrou que um cofator do PRC2, JARID2, faz a mediação entre PRC2 

e XIST através dos repeats B e F deste último (Da Rocha, Boeva et al., 2014). Além 

de PRC2, o complexo PRC1 também parece ser recrutado para o Xi, o qual catalisa 

a H2AK119u, uma marca de histona repressiva que é essencial para recrutar PRC2 

para o X inativo por meio de sua subunidade Chromobox Homolog (CBX) de PRC1 

(Almeida, Pintacuda et al., 2017). 

O processo de inativação do cromossomo X é complexo. Participam dele 

não só moléculas de RNA não-codantes e proteínas que são produzidas a partir de 

genes presentes no cromossomo X, mas também outros fatores que, além de 

outras funções distintas no genoma, também têm papel crucial na ICX. Um desses 

fatores é o 11-Zinc Finger Protein CTCF (CCCTC binding factor), ou simplesmente 

CTCF. No processo de ICX, ele tem um papel crucial no posicionamento do Xi no 

espaço perinucleolar durante a fase S da intérfase (Yang, Deng et al., 2015). Essa 

localização é importante provavelmente para a manutenção e replicação da 

heterocromatina (Zhang, Huynh et al., 2007), mantendo assim suas características 

epigenéticas (Yang, Deng et al., 2015). Além disso, CTCF parece ter a função de 

mediar o pareamento dos dois cromossomos X no início da diferenciação celular – 

“gatilho” para a cascata de eventos moleculares que culminam com inativação de 

um dos cromossomos X (Xu, Donohoe et al., 2007). Contudo, um estudo mais 

recente mostra que o pareamento dos cromossomos X não é fundamental para a 

ICX, sendo uma consequência desse processo (Barakat, Loos et al., 2014). De toda 

forma, a interação de CTCF com OCT4, que ocorre com o pareamento dos 

cromossomos, permite uma distribuição assimétrica dos fatores de pluripotência 

entre os dois cromossomos, permitindo a ativação de XIST e a repressão de TSIX 

no futuro Xi (Donohoe, Silva et al., 2009). 



26 
 

Vários outros fatores, oriundos ou não do cromossomo X, estão envolvidos 

principalmente na regulação de XIST. Um desses fatores, importantes para o início 

e manutenção da ICX, é o fator de transcrição Ying Yang 1 (YY1), o qual é uma 

proteína zinc finger multifuncional e que pode se associar tanto ao promotor do 

XIST quanto do TSIX em camundongos (Makhlouf, Ouimette et al., 2014). No 

processo de ICX, YY1 liga-se diretamente ao gene XIST através do Repeat F (Jeon 

e Lee, 2011), ativando o promotor de XIST nos mamíferos eutérios e permitindo 

sua expressão no Xi (Makhlouf, Ouimette et al., 2014). Five prime to XIST (FTX) é 

outro fator presente no XIC que parece ter uma alta correlação com a ICX em 

muitas espécies de animais placentários. É formado por vários miRNAs, produz um 

transcrito não-codante que permanece no núcleo e controla positivamente a 

expressão de XIST em cis em células tronco embrionárias, evitando a metilação do 

promotor de XIST (Chureau, Chantalat et al., 2011). 

Outro ncRNA atuante no processo de ICX é o Testes-specific X-linked (TSX), 

também presente no XIC. Ao longo da evolução, parece ter surgido na transição da 

ICX imprinted para randômica (Anguera, Ma et al., 2011), porém não é muito 

conservado entre as diferentes espécies de mamíferos, sendo considerado um 

pseudogene em humanos, bovinos e canídeos (Chureau, Prissette et al., 2002). 

Alguns estudos sugerem que TSX tem um papel importante na repressão da 

expressão de XIST ao mesmo tempo em que regula positivamente a expressão de 

TSIX (Anguera, Ma et al., 2011; Maclary, Hinten et al., 2013). 

Mais recentemente, outro ncRNA antisense, transcrito a partir do éxon 1 do 

XIST em camundongos, e denominado Xist Activating RNA (XistAR), foi descoberto 

(Sarkar, Gayen et al., 2015). Diferentemente do TSIX, este RNA é transcrito no 

cromossomo X inativo e tem a função de dirigir a expressão de XIST, funcionando 

como um enhancer de RNA (eRNA) para XIST (Sarkar, Gayen et al., 2015), sendo 

que eRNA são RNAs transcritos a partir de enhancers os quais coordenam a função 

de um gene(Lam, Li et al., 2014), neste caso o XIST. 

A Figura 2 esquematiza os principais fatores diretamente envolvidos na ICX 

em camundongos e que estão presentes na região do Centro de Inativação do X 

(X Inactivation Centre – XIC), na qual o processo de ICX se inicia (Augui, Nora et 

al., 2011). 
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Figura 2: Modelo simplificado da regulação da inativação do cromossomo X (ICX) na região 
do centro de inativação do X (XIC) em camundongos. A figura mostra a localização e o sentido 
de transcrição de cada um dos fatores presentes no XIC e que coordenam os eventos da ICX. A 
transcrição dos genes que ativam a expressão de XIST ou TSIX está marcada com “+” enquanto a 
transcrição dos genes que reprimem a expressão de XIST ou TSIX está marcada com “-”. Além dos 
RNAs não-codantes e proteínas já descritos ao longo do trabalho (TSX, XITE, TSIX, XIST, JPX, FTX 
e RNF12), outros genes presentes no XIC participam da ICX, como Nucleosome Assembly Protein 
1 Like 2 (NAP1L2), PPNX, Large Intervening Transcript in the Xic (LINX), Caudal Type Homeobox 
4 (CDX4), Cysteine Rich Hydrophobic Domain 1 (CHIC1), Zinc Finger CCHC-type Containing 13 
(CNBP2) e Solute Carrier Family 16 Member 2 (SLC16A2) (Chureau, Prissette et al., 2002). 

 

A literatura mostra que podem existir até 200 proteínas associadas ao XIST, 

as quais modulam sua expressão e são responsáveis pela estrutura da 

heterocromatina do Xi (Lu, Carter et al., 2017). Um exemplo é a HNRNPU. Essa 

proteína é um componente da matriz nuclear e no processo de ICX faz uma “ponte” 

entre o RNA XIST e a cromatina ao se ligar no Repeat C do XIST (Hasegawa, 

Brockdorff et al., 2010; Jeon, Sarma et al., 2012). Dessa forma, HNRNPU mantém 

estável a localização do RNA XIST no Xi. Atuando também na estabilidade do Xi 

tem-se a Macro H2A (Pasque, Gillich et al., 2011), uma variante de histona 

associada à repressão da transcrição, e os Like Long Interspersed Nuclear 

Elements (LINEs), sendo que estes últimos também estão relacionados ao 

silenciamento de genes presentes em regiões passíveis de escaparem da ICX 

(Chow, Ciaudo et al., 2010). 

Outro complexo proteico também envolvido na característica de cromatina 

inativa em camundongos é a SMRT/HDAC1-associated repressor protein 

(SHARP), que faz parte da família Split End (SPEN) de repressores transcricionais, 

associando-se e ativando a Histona Desacetilase 3 (HDAC3) (Ariyoshi e Schwabe, 

2003; You, Lim et al., 2013). A partir de sua transcrição, XIST associa-se com o 

complexo SHARP, recrutando a HDAC3 para o cromossomo X a ser inativado ou 
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induzindo a atividade desta, o que leva à remoção das marcas de acetilação de 

histonas, compactando a cromatina e promovendo o silenciamento transcricional 

(Kuo e Allis, 1998; Mchugh, Chen et al., 2015). Além disso, o recrutamento de PRC2 

pelo XIST acontece de uma maneira HDAC3-dependente, através da interação 

direta PRC2/HDAC3 ou por meio do silenciamento transcricional induzido por 

HDAC3 (Mchugh, Chen et al., 2015). Isso sugere que a interação entre XIST e os 

complexos proteicos são essenciais, tanto no início do processo de ICX com o 

recrutamento de fatores de silenciamento (HDAC3), quanto na manutenção do 

estado inativo do cromossomo com o recrutamento de fatores epigenéticos 

repressivos estáveis (PRC2) (Riising, Comet et al., 2014; Mchugh, Chen et al., 

2015). 

De uma maneira geral, o “espalhamento” do RNA XIST ao longo de todo o 

cromossomo X a ser inativado induz à redução da atividade da RNA Polimerase II 

e das marcas de cromatina ativa, como acetilação de histonas e a H3K4me2, ao 

mesmo tempo em que a cromatina é enriquecida como marcas repressivas, tais 

como H3K27me3 (Plath, Fang et al., 2003) e H2AK119u (Almeida, Pintacuda et al., 

2017). Essas alterações são seguidas pela incorporação da histona macro H2A, 

metilação do DNA em genes ligados ao X e incorporação de H3K9me e H4K20me3, 

as quais também contribuem para a característica de heterocromatina (Costanzi e 

Pehrson, 1998; Chadwick e Willard, 2004; Rougeulle, Chaumeil et al., 2004; Heard 

e Disteche, 2006) 

Os principais eventos que estão relacionados ao processo de iniciação da 

inativação do cromossomo X em camundongos estão esquematizados na Figura 3. 
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Figura 3: Processo de iniciação da inativação do cromossomo X em células tronco 
embrionárias de camundongos. Em células tronco de camundongos existem fatores de 
pluripotência que inibem a expressão de RNF12, ao mesmo tempo em que a expressão TSIX é 
estimulada. Esses eventos acontecem em ambos os cromossomos X, caracterizando o estado ativo 
desses cromossomos (parte superior da figura, à esquerda). Após o “gatilho” para a diferenciação 
celular, ambos os cromossomos X pareiam-se por meio da interação com CTCF (parte superior da 
figura, à direita). Quando se separam, há uma distribuição assimétrica dos fatores de pluripotência, 
sendo que o futuro X ativo (Xa) permanece com maior quantidade de fatores do que o futuro X 
inativo (Xi) (parte inferior da figura, à direita). O futuro Xi, com escassos fatores de pluripotência, 
tem a expressão de XIST ativada, ao mesmo tempo em que a expressão de TSIX é negativamente 
regulada. O RNA Rep A é então expresso, recrutando PRC2. A expressão de JPX e RNF12 é 
estimulada em ambos os cromossomos (parte inferior da figura, à direita). Esses eventos regulam 
XIST positivamente (parte inferior da figura, à esquerda). YY1 é recrutado para o Xi e o RNA XIST 
se “espalha” em cis ao longo do X a ser inativado, cobrindo todo o cromossomo (parte inferior da 
figura, à esquerda). Finalmente, outros fatores de silenciamento são recrutados para manter o 
estado inativo do cromossomo X. 
 

1.2.3 A inativação do cromossomo X em outras espécies de mamíferos 

 

Mesmo após mais de cinco décadas desde as primeiras evidências da ICX 

(Lyon, 1961), ainda existem muitas dúvidas sobre os mecanismos que controlam 

esse processo e o momento no qual ele ocorre, principalmente em outras espécies 

que não a murina. Existem diferenças significativas entre as espécies estudadas, 

fazendo-se necessário caracterizar a ICX em outras espécies, especialmente nas 

domésticas. A maioria dos trabalhos que vêm sendo publicados sobre a ICX têm 

os seguintes objetivos: 1) identificar os mecanismos epigenéticos que explicariam 



30 
 

o fato de um cromossomo X ser inativado e outro não, mesmo ambos tendo a 

mesma sequência de DNA; 2) determinar o momento que a ICX ocorre durante a 

embriogênese; 3) estabelecer a ICX como um marcador celular de pluripotência e 

4) estudar a ICX em mamíferos em um contexto evolutivo (Basu e Zhang, 2011). 

A ICX não ocorre no mesmo momento e lançando mão dos mesmos fatores 

moleculares em todas as espécies de mamíferos estudadas. Sabe-se que a 

duração da embriogênese inicial das diferentes espécies é distinta, e os eventos 

embrionários também acontecem em momentos diferentes. Um exemplo é a 

ativação do genoma embrionário, que ocorre no estágio de 2-células em 

camundongos (Aoki, Worrad et al., 1997), 4-8 células em humanos (Niakan e 

Eggan, 2013) e por volta do estágio de 8 células em bovinos (Datta, Rajput et al., 

2015). Pela diversidade dos aspectos fisiológicos encontrados na embriogênese de 

mamíferos as diferenças observadas na ICX entre as diferentes espécies eram 

esperadas. 

Em marsupiais, mamíferos metatérios, a presença de XIST não foi 

detectada. Contudo, o gene RSX parece possuir propriedades semelhantes ao 

XIST na ICX (Grant, Mahadevaiah et al., 2012). 

O RNA XIST, no entanto, parece ser essencial no processo de ICX em 

mamíferos eutérios (Penny, Kay et al., 1996). Sabe-se que a expressão de XIST 

não é imprinted em humanos como é em camundongos, sendo expresso em ambos 

os cromossomos X a partir do estágio de 4-8 células (Okamoto, Patrat et al., 2011). 

Essa característica não é exclusividade dos humanos, sendo que a perda da 

característica imprinted foi também encontrado em coelhos e cavalos (Escamilla-

Del-Arenal, Da Rocha et al., 2011; Deng, Berletch et al., 2014). Além disso, ambos 

os cromossomos X estão ativos, tanto nas células do trofoectoderma quanto nas 

da MCI em humanos, até mesmo na presença do RNA XIST, indicando que a ICX 

nessa espécie ocorre possivelmente em estágios de desenvolvimento mais tardios 

quando comparados com a espécie murina (Okamoto, Patrat et al., 2011). 

Em suínos, a ICX parece também ocorrer mais tardiamente do que 

camundongos. Em um estudo recente, foi observado um padrão desmetilados de 

XIST e o acúmulo do seu RNA em blastocistos partenogenéticos (Hwang, Oh et al., 

2015). Por outro lado, nesse mesmo estágio embrionário, foram observadas 

diferenças entre o padrão de expressão de genes ligados ao X em embriões fêmeas 
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e machos produzidos in vitro (Hwang, Oh et al., 2015). Além disso, a H3K27me3 foi 

detectada pela primeira vez em embriões elongados (10 dias após a fecundação) 

(Gao, Hyttel et al., 2011). Todos esses resultados em conjunto, sugerem que a ICX 

em suínos não se completa no estágio de blastocisto esférico. 

Muito pouco se sabe sobre a ICX em humanos quando comparados com 

camundongos (Briggs, Dominguez et al., 2015). Sabe-se, por exemplo, que existem 

fatores relacionados à ICX presentes em humanos que não foram detectados em 

camundongos. Um exemplo é o transcrito X Active Specific Transcript (XACT), que 

cobre o cromossomo X ativo em células humanas pluripotentes, não sendo 

detectado na espécie murina (Vallot, Huret et al., 2013). Os resultados sugerem 

que XACT pode ser um importante regulador da ICX na embriogênese inicial 

humana, evitando a inativação do Xa durante a ICX, controlando assim a atividade 

do cromossomo X (Vallot e Rougeulle, 2013). 

Sabe-se que a ICX é predominantemente randômica em mulheres, o que 

permite o balanço das expressões de Xm e Xp nas populações celulares (Cotton, 

Price et al., 2015). Entretanto, foi diagnosticado que algumas mulheres perderam o 

padrão aleatório de ICX, sendo então mais susceptíveis a doenças recessivas 

ligadas ao X (Chen, Wu et al., 2014) e a alguns tipos de câncer, como de ovário, 

mama, pulmão, esôfago e do sistema nervoso conforme recente revisão (Li, Zhang 

et al., 2013). Estudos epigenômicos são frequentemente utilizados para identificar 

doenças associadas com alterações de expressão de genes ligados ao X, a fim de 

prospectar marcadores para doenças ou regiões regulatórias susceptíveis a 

doenças (Cotton, Price et al., 2015). Outros estudos mostraram que é importante 

elucidar o status de ICX em células tronco embrionárias humanas na medicina 

regenerativa, como uma possível forma de avaliar a qualidade celular (Tukiainen, 

Pirinen et al., 2014; Qi, Ding et al., 2015). 

 

1.2.4 A inativação do cromossomo X em bovinos 

 

O conhecimento sobre a ICX em camundongos é relativamente avançado 

quando comparado com outras espécies de mamíferos. Os estudos concentram-se 

principalmente na identificação e determinação de funções dos fatores envolvidos 

na regulação do processo, assim como no momento em que a inativação do X 
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acontece na embriogênese inicial. O conhecimento produzido utilizando a espécie 

murina é importante como modelo de estudo para entender o processo em 

humanos e detectar, por exemplo, predisposição a doenças. 

Embora o camundongo continue a ser o principal modelo de estudo, pela 

facilidade de obtenção, manutenção e manipulação, ciclo de vida curto e 

semelhanças fisiológicas com a espécie humana, sabe-se que o processo de ICX 

possui diferenças importantes entre as espécies (Escamilla-Del-Arenal, Da Rocha 

et al., 2011). Dessa forma, é necessário o investimento em estudos que tenham 

como objetivo a elucidação dos mecanismos de ICX em outras espécies, como nas 

domésticas, sobre as quais ainda pouco se sabe sobre esse processo. Dentre 

essas espécies, destaca-se a espécie bovina, pelo seu valor comercial. Além disso, 

é uma das espécies de eleição para o desenvolvimento e aprimoramento de 

tecnologias de reprodução animal, sendo que a ICX pode ser utilizada com um 

marcador de qualidade, subsidiando assim, o incremento das biotecnologias 

relacionadas à reprodução de bovinos. Neste sentido, a avaliação de eventos 

moleculares relacionados à ICX no genoma presente no corpúsculo polar, por 

exemplo, seria um método não invasivo a ser utilizado para acessar marcadores 

moleculares relacionados à qualidade de ovócitos. 

A estrutura do gene XIST na espécie bovina assemelha-se ao da espécie 

murina, embora diferenças importantes tenham sido observadas (Elisaphenko, 

Kolesnikov et al., 2008). Estudos de bioinformática indicam que o tamanho gênico 

é de cerca de 35 kb, sendo formado por sete éxons e dois pseudo-éxons e 

apresentando também cinco sequências repetitivas em tandem no éxon 1 (Repeats 

A, B, C, D e F) e uma no éxon 6 (Repeat E) (Elisaphenko, Kolesnikov et al., 2008). 

Como é susceptível ao splicing alternativo, sua transcrição pode gerar três 

isoformas (X1, X2 e X3; Gene ID: 338325). 

A expressão de XIST é um dos eventos mais importantes no processo de 

iniciação da ICX, sendo sua expressão imprinted em fibroblastos bovinos (D'cruz, 

Wilson et al., 2008). Seu transcrito foi detectado em embriões bovinos a partir do 

estágio de 2-células (De La Fuente, Hahnel et al., 1999; Peippo, Farazmand et al., 

2002; Oliveira, Saraiva et al., 2013), sugerindo que também nessa espécie XIST 

possa ser um fator importante a partir deste momento da embriogênese inicial ou 

mesmo que não tenha nenhuma função neste momento, considerando que muito 
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provavelmente não é oriundo de transcrição do genoma embrionário e sim uma 

herança materna. 

A ICX em camundongos tem característica imprinted na fase pré-

implantacional dos embriões, a qual é herdada pelos tecidos extraembrionários, e 

randômica nos tecidos que formarão o embrião, estendendo-se por toda a vida do 

indivíduo (Lyon, 1961; Huynh e Lee, 2003; 2004). Apesar do escasso conhecimento 

em bovinos, há evidências de que a ICX na placenta possui também um caráter de 

imprinted paterno (Xue, Tian et al., 2002). Outro estudo mostrou expressão paterna 

do XIST no córion, enquanto expressão bialélica foi observada no alantoide, fígado, 

pulmão e cérebro em fetos de 72 dias de vida, sugerindo um padrão imprinted 

tecido-específico e expressão monoalélica randômica de XIST nos tecidos 

somáticos dos bovinos (Dindot, Kent et al., 2004), de uma maneira semelhante a 

camundongos, mas diferente de humanos. 

Diferente de camundongos, em que a implantação ocorre precocemente 

(Kirchhof, Carnwath et al., 2000) e a ICX é detectada no dia 3,5 pós-fecundação no 

estágio de peri-implantação (Lee, 2011), a ICX completa em bovinos foi detectada 

somente em alguns embriões no dia 8 pós-fecundação (em estágio de blastocisto), 

tanto em condições in vivo quanto in vitro, e em todos os embriões fêmeas apenas 

entre os dias 14 e 15 de desenvolvimento, no estágio de blastocisto elongado (De 

La Fuente, Hahnel et al., 1999; Bermejo-Alvarez, Rizos et al., 2010). Uma 

significativa parte do processo de ICX ocorre após a eclosão do embrião, e antes 

do seu reconhecimento materno, aproximadamente no dia 16 pós-fecundação em 

bovinos, acontecendo mais tardiamente quando comparado com camundongos 

(Bermejo-Alvarez, Rizos et al., 2011). Numa visão epigenética, blastocistos de 

camundongos são mais avançados do que os embriões de ungulados, sendo que 

esses últimos não estão “preparados” para a implantação (Bermejo-Alvarez, Rizos 

et al., 2011). Outro estudo mostrou que o processo de ICX não ocorre até o estágio 

de 8-16 células em condições in vitro, pela detecção bialélica do gene Monoamine 

Oxidase A (MAOA). No entanto, no estágio de mórula, o cromossomo X paterno 

não expressa MAOA, com posterior transcrição do Xp no estágio de blastocisto, 

sugerindo que em mórula o Xp está inativo e, no estágio seguinte ocorre a 

reativação desse mesmo cromossomo X (Ferreira, Machado et al., 2010). 

Observada a diversidade de resultados encontrados na literatura para o momento 
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em que a ICX em bovinos, é imprescindível que esse processo seja melhor 

explorado nessa espécie. 

Embora a expressão de TSIX na ICX seja importante em camundongos, sua 

presença e seu papel na inativação do X em bovinos ainda não foram bem 

evidenciados. Em várias espécies, inclusiva a bovina, TSIX é considerado um 

“pseudogene”, o que significa que sua estrutura original foi perdida ao longo da 

evolução, já que a porção 3’ do gene não é conservada entre as espécies de 

mamíferos (Chureau, Prissette et al., 2002; Dindot, Kent et al., 2004). Por outro 

lado, a expressão do gene FTX em células tronco embrionárias bovinas é o primeiro 

fator do XIC a influenciar XIST positivamente, independente da inativação do X 

(Chureau, Chantalat et al., 2011).  

 

1.2.5 Genes que escapam à inativação do cromossomo X 

 

Embora o processo de ICX seja bastante abrangente, alguns genes 

escampam dele e não são silenciados. Em humanos, aproximadamente 75% dos 

genes ligados ao X são susceptíveis a serem inativados em todas as fêmeas, 15% 

dos genes escapam à ICX em todas as mulheres e 10% escapam à ICX em 

algumas mulheres (Carrel e Willard, 2005). Em camundongos, apenas 3% dos 

genes ligados ao X escapam à ICX (Berletch, Yang et al., 2010). Além da diferença 

entre as espécies de mamíferos, existem diferenças significativas entre os tecidos 

de um mesmo indivíduo, o que pode influenciar a predisposição a doenças (Deng, 

Berletch et al., 2014; Peeters, Cotton et al., 2014). Os genes que mais escapam à 

ICX em humanos estão localizados no braço curto proximal do cromossomo (Al 

Nadaf, Deakin et al., 2012), mas em camundongo esses genes estão espalhados 

ao longo do cromossomo (Yang, Babak et al., 2010). Muitos dos genes ligados ao 

X que possuem um homólogo no cromossomo Y escapam à inativação a fim de 

manter a compensação de dose entre fêmeas e machos (Ross, Grafham et al., 

2005). 

A expressão bialélica dos genes que escapam à ICX parece ser importante 

em humanos, já que um completo silenciamento do cromossomo X resulta na 

Síndrome de Turner, cujas mulheres portadoras apresentam um útero infantil, 

infertilidade e baixa estatura, entre outras anormalidades (Bondy, 2007). Genes que 
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escapam à ICX normalmente não são recobertos pelo RNA XIST e não possuem 

marcas repressivas de histonas, tendo também um padrão específico de metilação 

do DNA (Berletch, Ma et al., 2015). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterização molecular do gene XIST durante o desenvolvimento 

embrionário inicial in vitro em bovinos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar os padrões de metilação do DNA em três regiões 

possivelmente envolvidas no controle da expressão de XIST em 

gametas e embriões bovinos produzidos in vitro; 

• Caracterizar o perfil da expressão gênica em células individuais na 

região do locus XIST nos estágios iniciais do desenvolvimento 

embrionário bovino in vitro; 

• Caracterizar o perfil da expressão gênica sense e antisense na região 

do locus XIST em embriões bovinos produzidos in vitro. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL RELACIONADO  À METILAÇÃO 

DE DNA 

 

Uma análise mais detalhada da porção inicial (5’) do gene XIST foi 

previamente realizada a fim de localizar as regiões a serem estudadas neste 

trabalho. Para isso, foram utilizadas informações depositadas no GenBank e dados 

da literatura. 

A única isoforma de XIST de Bos taurus depositada no GenBank que contém 

o éxon 1 é a variante X2 (XR_001500119.1). Interessantemente, de acordo com a 

estrutura dessa isoforma, a DMR conhecida como pertencente ao éxon 1 (Liu, Yin 

et al., 2008; Shen, Lin et al., 2013) situa-se, na verdade no íntron 1. Além disso, o 

primer forward que foi desenhado para este estudo e utilizado no experimento de 

detecção de transcritos sense e antisense do locus XIST utilizando a técnica de 

SS-RT-PCR encontra-se no éxon 1, enquanto o primer reverse está localizado no 

éxon 2. Entretanto, para fins didáticos deste trabalho e para seguir a denominação 

da literatura científica, optou-se por continuar referindo-se a essa região como DMR 

1. 

A Figura 4 e o Anexo 1 detalham a estrutura de uma porção da região 5’ do 

locus XIST de bovinos, a qual foi utilizada para a caracterização epigenética e 

funcional neste estudo. 
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Figura 4: Representação esquemática da estrutura da porção 5’ do locus XIST de bovinos. A 
linha larga preta, na horizontal, indica a sequência genômica, enquanto os retângulos maiores em 
cinza representam os éxons 1 e 2. As duas linhas inclinadas antes do éxon 2 indicam que a extensão 
do primeiro íntron não está totalmente esquematizada na figura aqui. Os retângulos verde e amarelo 
representam a região promotora e um possível TATA box, respectivamente. Os retângulos estreitos 
vermelhos na vertical e dentro do éxon 1, indicam as 8,5 sequências repetitivas que constituem a 
região do Repeat A, enquanto o retângulo roxo no primeiro íntron indica a DMR 1, a qual foi 
analisada neste trabalho, sendo que a marcação “?” indica a dúvida sobre a localização exata dessa 
região (no exon 1 ou íntron 1), de acordo com a sequência do GenBank. A seta larga verde indica 
o local de início da transcrição do XIST. Já as setas finas pretas indicam a localização e posição 
das principais regiões analisadas neste trabalho. As setas largas pretas indicam as três regiões 
escolhidas para as análises da metilação do DNA, sendo os círculos brancos os dinucleotídeos 
CpGs avaliados. 
 

A DMR 1 do gene XIST foi escolhida para este estudo por ser uma região 

rica em sítios CpG e já ter sido alvo de estudos anteriores em bovinos, os quais 

discutem o seu possível envolvimento no controle da expressão de XIST (Liu, Yin 

et al., 2008; Shen, Lin et al., 2013; Kaneda, Watanabe et al., 2017), e no seu 

possível envolvimento na característica imprinted da inativação do cromossomo X 

em camundongos (Mcdonald, Paterson et al., 1998; Dindot, Kent et al., 2004; Do, 

Han et al., 2008). Uma das linhas de pesquisa do laboratório de reprodução animal 

da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia é caracterizar os eventos 

moleculares envolvidos na iniciação do processo de inativação do cromossomo X 

em bovinos, buscando marcadores moleculares relacionados à qualidade de 

gametas e embriões. Neste sentido, é nosso interesse procurar por regiões do DNA 

que apresentam marcas que possam sugerir um caráter imprinted também em 

bovinos. Isso justifica o interesse em prospectar essas marcas em gametas, 

embriões e placenta, visto que há evidências na literatura apontando para 

imprinting genômico nesta última. Assim, grande parte do éxon 1 do gene XIST foi 
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estudado, dividindo-o em duas regiões a serem avaliadas: a região Rep A e a DMR 

1, além da região promotora desse gene. 

Todo os experimentos foram realizados no Laboratório de Reprodução 

Animal da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Recursos 

Genéticos e Biotecnologia em Brasília, Distrito Federal. 

 

3.1.2 Reagentes e produtos químicos 

 

A menos que especificado, todos os reagentes e produtos químicos 

utilizados neste trabalho foram adquiridos da Sigma (Sto. Louis, MO, USA). 

 

3.1.3 Recuperação de ovócitos e maturação in vitro 

 

Complexos cumulus-ovócitos (CCOs) de vacas mestiças (Bos taurus indicus 

X Bos taurus taurus) foram obtidos a partir de ovários provenientes de abatedouros 

da região de Luziânia, Goiás. Os ovários foram coletados imediatamente após o 

abate dos animais e transportados ao Laboratório de Reprodução Animal da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em frascos contendo solução salina 

(NaCl 0,9%) acrescida de 100 UI/mL de penicilina G e 100 µg/mL de estreptomicina 

(Sigma, Sto Louis MO, USA) a uma temperatura entre 34 e 36°C. O tempo de 

transporte dos ovários do abatedouro até o laboratório não excedeu a 4 horas. 

No laboratório, os folículos de 3-8 mm de diâmetro foram puncionados 

utilizando agulhas de calibre 18 G e seringas de 10 mL. O material aspirado foi 

depositado em tubos cônicos de plástico de 15 mL, os quais permaneceram em 

banho-maria (35°C) por no mínimo 5 min. para a sedimentação do material 

aspirado. Posteriormente o material foi transferido para placas de petri 100 x 20 

mm contendo líquido folicular centrifugado (700 g por 5 min. a 37°C). Os CCOs 

foram rastreados e selecionados com o auxílio de estereomicroscópio (Stemi SV6, 

Zeiss®, Göttingen, Alemanha). Apenas CCOs contendo pelo menos quatro 

camadas compactas de células do cumulus e ovócitos com citoplasma homogêneo 

foram selecionados para o experimento. 

Parte dos CCOs foram desnudados por sucessivas pipetagens em PBS com 

10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida os ovócitos desnudos foram lavados 
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sucessivamente em PBS sem cálcio e magnésio para remover as células do 

cumulus e armazenados a -80°C para posterior análise de metilação do DNA. 

CCOs destinados à maturação in vitro (MIV) foram lavados e transferidos em 

grupos de 25-30 para gotas de 150 µL de meio de maturação [TCM-199 com sais 

de Earl’s (Invitrogen®)] suplementado com 10% de soro fetal bovino SFB 

(Invitrogen®), 10 µg/mL de hormônio folículo estimulante (FSH), 1 µg/mL de L-

glutamina, 0,1 mM de cisteamina, 0,2 mM de piruvato de sódio e 250 mg/mL de 

sulfato de amicacina. As gotas foram cobertas com óleo de silicone e as estruturas 

foram submetidas à MIV por 24 horas a 38,5°C e 5% de CO2 em ar. Após a 

maturação, as estruturas foram incubadas em 0,2% de hialuronidase por 10 min. e 

em seguida desnudadas por sucessivas pipetagens. Apenas foram considerados 

maturados os ovócitos nos quais pode ser observada a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar. Os ovócitos maturados e livres de células do cumulus foram 

lavados sucessivamente em PBS sem cálcio e magnésio e em seguida 

armazenados a -80°C para posterior análise de metilação de DNA. 

 

3.1.4 Produção in vitro de embriões 

 

A obtenção dos ovários, recuperação dos ovócitos e maturação in vitro dos 

mesmos para a produção in vitro de embriões foram realizadas exatamente 

conforme descrito anteriormente. CCOs submetidos à MIV por 24 horas foram 

transferidos para gotas de 50 µL de meio de fecundação Tyrode’s albumin lactate 

pyruvate [TALP (Parrish, Krogenaes et al., 1995)] suplementado com 2 mM de 

penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250 mM de epinefrina e 10 µg/mL de heparina, 

cobertas com óleo de silicone. Para a fecundação in vitro (FIV), foi utilizado sêmen 

sexado para fêmea de um touro da raça Gir Leiteiro (ABS Pecplan) de fertilidade in 

vitro comprovada. As palhetas de sêmen foram descongeladas a 37°C por 30 seg. 

e somente foram utilizadas para a fecundação in vitro as amostras de sêmen que 

apresentaram no mínimo 30% de motilidade e grau 2 de vigor. As células 

espermáticas foram selecionadas utilizando o método de gradiente de Percoll (GE® 

Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 45:90% (400 µL de cada em microtubo de 1,5 

mL), centrifugando a 9000 g por 5 min. O pellet resultante da centrifugação foi 

homogeneizado em 1 mL de meio Sperm-TALP e submetido a nova centrifugação 
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por 9000 g por 5 min. O pellet resultante desta última centrifugação foi 

resssuspendido em aproximadamente 60 µL de meio Sperm-TALP, sendo 

utilizados 10 µL dessa ressuspensão para a inseminação dos ovócitos em cada 

gota. CCOs e espermatozoides foram co-incubados por 18 horas a 38,5°C e 5% de 

CO2 em ar. 

Após a co-incubação, os possíveis zigotos foram cuidadosamente pipetados 

para a remoção do excesso de células do cumulus, lavados e transferidos para 

gotas de 150 µL de meio fluido do oviduto sintético (SOFaaci) (Holm, Shukri et al., 

1998) suplementado com aminoácidos essenciais e não essenciais, 0,34 mM de 

citrato trissódico, 2,77 mM de mio-inositol e 5% SFB (Invitrogen®) cobertas com 

óleo de silicone. Os embriões foram cultivados a 38,5°C e 5% de CO2 em ar. 

Os embriões produzidos para este estudo foram coletados em diferentes 

fases do desenvolvimento: 2 células [32 horas pós inseminação (p.i.)], 4 células (48 

horas p.i.), 8-16 células (72 horas p.i), mórula (144 horas p.i.) e blastocistos 

expandidos (168 horas p.i.). Para a coleta de todos os estágios embrionários foram 

utilizados horários determinados de acordo com estudos anteriores (Ferreira, 

Machado et al., 2010). Os embriões foram retirados da gota de cultivo e lavados 3 

vezes em PBS sem cálcio e magnésio. Em seguida foram armazenados em pools 

em PBS a -80°C para análise de metilação do DNA ou em RNAlater (Ambion, 

Austin, TX, USA) a -80°C para análise de expressão gênica. 

Os embriões em estágio de blastocisto expandido destinados às análises de 

metilação do DNA foram micromanipulados para a separação das células da massa 

celular interna (MCI) das células do trofoectoderma (TE), já que neste estágio é 

possível uma clara distinção entre os dois tipos celulares. Para isso, utilizou-se um 

protocolo previamente desenvolvido no laboratório (Ferreira, Aguiar Filho et al., 

2015). A micromanipulação para a separação das células do TE foi realizada 

manualmente utilizando um micromanipulador M&M - The Micromanipulator 

Microscope Company, Escondido, CA, USA e lâminas de aço inoxidável (Bio-Cut®-

Blades Feather, Feather Safety Razor Co, Chome Kita-Ku, Osaka, Japan) em um 

ângulo de 15 graus. Os embriões foram micromanipulados em placas de Petri em 

gotas de 150 µL de PBS suplementado com 2% de SFB, sob estereomicroscópio 

(Stemi SV6, Zeiss®, Göttingen, Alemanha). O material, de diferentes embriões, foi 

agrupado de acordo com a sua origem (MCI ou TE) e armazenado a -80°C. 
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As imagens de todos os embriões foram obtidas utilizando a câmera DS-Ri1 

acoplada ao monitor DS-L3 (Nikon, Tokyo, Japan) acoplado ao microscópio 

invertido (Axiovert 135 M, Zeizz, Germany) ou ao estereomicroscópio (Stemi SV6, 

Zeiss®, Göttingen, Alemanha). 

 

3.1.5 Extração do DNA genômico de espermatozoide para análise de 

metilação 

 

Foi utilizado sêmen de um touro sexualmente maduro da raça Nelore (Bos 

taurus indicus), de fertilidade comprovada e usado rotineiramente na produção in 

vitro de embriões no laboratório de Reprodução Animal da EMBRAPA Recursos 

Genéticos e Biotecnologia. Foram usadas, no total, três palhetas de sêmen, de três 

partidas diferentes. O processamento das células espermáticas e a extração do 

DNA genômico se deram conforme descrito por Carvalho e colaboradores 

(Carvalho, Michalczechen-Lacerda et al., 2012) (Anexo 2). 

 

3.1.6 Obtenção do DNA genômico de ovócitos e embriões para análise 

de metilação 

 

Para a determinação do padrão de metilação do DNA foram utilizados 120 

ovócitos para cada grau de desenvolvimento [ovócitos imaturos (GV) e ovócitos 

maturados (em metáfase II; MII)], divididos em duas réplicas (dois pools de 60 

ovócitos cada), para cada região do DNA analisada (DMR 1, Rep A e promotor). Já 

para embriões foram utilizados 1 pool de embriões no estágio de 8-16 células 

contendo 17 estruturas; 2 pools de mórulas, com 5 estruturas em cada pool, 1 pool 

contendo 10 biópsias de MCI e 1 pool contendo 10 biópsias de TE. Para cada pool 

de ovócitos, embriões, TE e MCI foi adicionada pronase E na concentração final de 

10 mg/mL para promover a digestão da zona pelúcida. Em seguida cada pool de 

ovócitos ou embriões foi submetido a uma incubação a 37°C por 30 min. (para 

degradação da zona pelúcida), seguida de outra incubação a 85°C por 15 min. 

(para inativação da enzima pronase) em termociclador (Mastercycler gradient, 

Eppendorf, Hamburg, Germany). A lise celular ocorreu após choque térmico, em 

que os ovócitos e embriões foram congelados em nitrogênio líquido e 
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imediatamente aquecidos em termociclador a 95°C por 1 min. Esse processo foi 

repetido por 5 vezes. O protocolo detalhado está descrito no Anexo 3. 

 

3.1.7 Extração do DNA genômico de tecido placentário 

 

Foram coletadas amostras de tecido placentário – alantocórion – de 4 partos 

de animais da raça Nelore (2 fêmeas e 2 machos) imediatamente após a expulsão 

da placenta, sendo que as gestações foram produzidas a partir de inseminação 

artificial utilizando sêmen convencional (não sexado). Foram utilizadas pinça e 

tesoura estéreis para a obtenção de fragmentos da placenta de aproximadamente 

1 cm2, os quais foram depositados em um microtubo de 1,5 mL. Os microtubos com 

os fragmentos de placenta foram armazenados a -80°C para posterior extração do 

DNA genômico, a qual foi realizada utilizando o kit QIAmp DNA Mini and Blood Mini 

(Qiagen) (Anexo 4). O DNA extraído foi quantificado e armazenado a -20°C. 

 

3.1.8 Tratamento do DNA genômico com bissulfito de sódio 

 

O DNA genômico de espermatozoides, ovócitos GV e MII, embriões e tecido 

placentário foi tratado com bissulfito de sódio utilizando o kit EZ DNA Methylation-

Lightning® (Zymo Research, Irvine, CA, USA), conforme as recomendações do 

fabricante (Anexo 5). Resumidamente, a técnica consiste na desnaturação do DNA 

a partir de hidróxido de sódio e tratamento com bissulfito de sódio, o qual possibilita 

a conversão de citosinas não metiladas em uracilas. O DNA tratado foi armazenado 

a -80°C para posterior amplificação. 

 

3.1.9 Amplificação por PCR do DNA tratado com bissulfito de sódio 

 

As amostras de DNA genômico tratadas com bissulfito de sódio foram 

submetidas à amplificação por PCR para três diferentes regiões genômicas do gene 

XIST: uma ilha CpG classicamente conhecida (Liu, Yin et al., 2008; Shen, Lin et al., 

2013; Kaneda, Watanabe et al., 2017) dentro éxon 1 do transcrito XIST (DMR 1), a 

região Repeat A (Rep A), também no éxon 1 de XIST e a região promotora de XIST 

(Promotor). A referência de acesso ao GenBank para todas as regiões é 
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AJ421481.1. Foi realizada nested PCR (para a DMR 1) ou hemi-nested PCR (para 

as regiões de Rep A e promotor) utilizando o termociclador Mastercycler Gradient 

(Eppendorf, Hamburg, Germany). As sequências dos primers utilizados nas 

reações, localização dos mesmos na sequência do gene e o tamanho dos 

fragmentos amplificados estão mostrados na Tabela 1. 

 
Tabela 1. Identificação da região genômica, sequências dos primers, localização dos primers e 
tamanho do fragmento amplificado. 

Região 

genômica 
Sequência dos primers (5’-3’) 

Localização 

dos primers 

Tamanho 

do 

amplicon 

DMR 1 

externo 

F: GGGTGTTTTTGTTTTAGTGTGTAGTA +1127 a +1252 
482 pb 

R: CTTTAATACCACCCACTAAAATTAATAC +1581 a +1608 

DMR 1 

interno 

F: TTGTTATATAGTAAAAGATGGT +1169 a +1190 
405 pb 

R: ACCAATCCTAACTAACTAAATA +1552 a +1573 

Rep A 

externo 

F: TTTGGTTGTTTTTTTTGGGTTTTTTGTGG +84 a +112 
634 pb 

R: ACCTAACTACAAAATCATCTCCCAA +693 a +717 

Rep A 

interno 
R: TAAATCCACTCACACAACACAAAC +660 a +683 600 pb 

Promotor 

externo 

F: TTT GAA GTT ATG GTT TTT GGA TTA GAA ATG -411 a -382 
320 pb 

R: TAAAATCTAAAAAATATTCCAAAAAAAACCACAC  -125 a-92 

Promotor 

interno 
F: TTGTTATTTTTTTGAATTTTTTTTTTTTTGTTATTGGG -346 a -309 255 pb 

F – forward; R – reverse; pb – pares de base 

 

Os primers utilizados para amplificação da DMR 1 foram obtidos a partir de 

trabalho previamente publicado (Liu, Yin et al., 2008). Já os primers para a 

amplificação da região Rep A e promotor foram desenhados para esse estudo, 

baseando-se na descrição da região Repeat A de XIST (Duszczyk, Wutz et al., 

2011) e na predição da região promotora de XIST para bovinos (Dindot, Kent et al., 

2004), respectivamente. Os primers para as regiões Rep A e promotora foram 

desenhados utilizando a ferramenta Bisulfite Primer Seeker 

(http://www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-seeker). 

Ambas as reações para a DMR 1 foram realizadas utilizando tampão da Taq 

1 X; MgCl2 1,5 mM; dNTP 0,4 mM; 1 U de Taq DNA Polimerase Platinum® 
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1 µM de cada um dos primers (forward e reverse), 

sendo o volume de cada reação ajustado para 20 µL com água ultrapura. As 

condições de amplificação para todas as amostras estudadas (espermatozoides, 

ovócitos, embriões e placenta), tanto para reação de PCR out (1ª reação) quanto 

inner (2ª reação), estão especificadas na Tabela 2. A extensão final para as duas 

reações foi conduzida por 72°C por 15 min. 

 

Tabela 2. Condições da nested PCR para a DMR 1 do gene XIST. 

Reação Volume de 
DNA (µL) 

Desnaturação 
Inicial 

40 Ciclos 

Desnaturação Anelamento Extensão 

1ª 

reação 
3,0 

94°C 

7 min. 

94°C 

45 s. 

47°C 

1min. e 30 s. 

72°C 

1 min. 

2ª 

reação 
0,5* 

94°C 

4 min. 

94°C 

40 s. 

42°C 

45 s. 

72°C 

45 s. 

* Este volume de DNA é oriundo da 1ª reação de PCR 

 

As reações de amplificação para a região Rep A foram realizadas utilizando 

tampão da Taq 1 X; dNTP 0,4 mM; 1 U de Taq DNA Polimerase Platinum® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1 µM de cada um dos primers (forward e reverse), 

sendo o volume de cada reação ajustado para 20 µL com água ultrapura. Todas as 

reações de amplificação para essa região foram conduzidas com um passo de 

desnaturação inicial de 94°C por 4 minutos e extensão final de 72°C por 15 minutos. 

A quantidade MgCl2 e as condições de amplificação para todas as amostras 

estudadas (espermatozoides, ovócitos, embriões e placenta), tanto para reação de 

PCR out (1ª reação) quanto inner (2ª reação), estão especificadas na Tabela 3.  
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Tabela 3. Condições da hemi-Nested PCR para a região Rep A do gene XIST. 

Material 
biológico 

Reação MgCl2 

(mM) 
DNA 
(µL) 

45 Ciclos 

Desnaturação Anelamento Extensão 

Espermatozoide 

1ª  1,0 3,0 
94°C 

40 s. 

55°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

2ª  1,0 0,25*  
94°C 

40 s. 

55°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

Placenta 

1ª 1,0 3,0 
94°C 

40 s. 

55°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

2ª 1,0 0,25*  
94°C 

40 s. 

64,5°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

Ovócitos e 

embriões 

1ª 1,0 3,0 
94°C 

40 s. 

54°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

2ª 1,5 0,5*  
94°C 

40 s. 

65°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

* Este volume de DNA é oriundo da 1ª reação de PCR 
 

Já as reações de amplificação para a região promotora do gene XIST foram 

realizadas utilizando tampão da Taq 1 X; dNTP 0,4 mM; 1 U de Taq DNA 

Polimerase Platinum® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1 µM de cada um dos 

primers (forward e reverse), sendo o volume de cada reação ajustado para 20 µL 

com água ultrapura. Todas as reações de amplificação para essa região foram 

conduzidas com um passo de desnaturação inicial de 94°C por 4 minutos e 

extensão final de 72°C por 15 minutos. A quantidade MgCl2 e as condições de 

amplificação para todas as amostras estudadas (espermatozoides e ovócitos), 

tanto para reação de PCR out (1ª reação) quanto inner (2ª reação), estão 

especificadas na Tabela 4. 
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Tabela 4. Condições da hemi-Nested PCR para a região promotora do gene XIST. 

Reação 
MgCl2 

(mM) 

Volume de DNA 

(µL) 

40 ciclos na 1ª reação e 45 na 2ª reação 

Desnaturação Anelamento Extensão 

1ª 2,0 3,0 
94°C 

40 s. 

53,5°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

2ª  1,5 0,5* 
94°C 

40 s. 

59°C 

1min. 

72°C 

1 min. 

* Este volume de DNA é oriundo da 1ª reação de PCR 
 

Todo o volume das PCR foi submetido à eletroforese a uma corrente elétrica 

constante de 50 mA em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etídio (10 

mg/mL) em meio Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5 X. Utilizou-se o marcador de peso 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O gel foi 

fotodocumentado em um equipamento Gel-doc 1000 Bio Rad (Bio-Rad 

Laboratories SA, EUA). Os amplicons foram recortados do gel e purificados 

utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, 

USA), de acordo com as normas do fabricante (Anexo 6). Em seguida as amostras 

purificadas foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® (ND- 1000) 

(Thermo Scientific, Asheville, NC, USA). 

 

3.1.10 Clonagem dos amplicons e extração do DNA plasmidial 

 

Após a purificação e quantificação em espectrofotômetro, os amplicons de 

cada grupo (espermatozoide, ovócitos GV e MII, embriões dos diferentes estágios 

de desenvolvimento e placenta) foram inseridos no vetor TOPO TA Cloning® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. A 

transformação foi realizada em células DH5α por choque térmico e o produto foi 

espalhado em placas de petri 90 x 15 mm contendo meio Luria- Bertani (LB) ágar 

com ampicilina 100 µg/mL, 20 µL de X-Gal a 40 mg/mL e 4 µL de IPTG 0,1 M, 

seguida por inversão das placas e incubação em estufa a 37°C por 14 horas e a 

4°C por no mínimo duas horas. 

Foi utilizado um palito de madeira estéril para a retirada das colônias brancas 

da placa de cultivo e sua deposição em tubo cônico de 15 mL contendo 3 mL de 
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meio LB acrescido de ampicilina 100 µg/mL. Os tubos permaneceram sob agitação 

de 250 rpm a 37°C por 16 horas em agitador (New Brunswick Scientific Co, NJ, 

USA). O protocolo da clonagem dos amplicons está descrito detalhadamente no 

Anexo 7. 

Aproximadamente metade do conteúdo dos tubos foi utilizada para a 

extração do DNA plasmidial. Para isso foi utilizado o kit QIAprep Spin Miniprep 

(Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as normas do fabricante (Anexo 8). O 

DNA plasmidial purificado foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop® (ND- 

1000) (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA). 

A confirmação da presença do inserto (amplicon) no vetor foi também 

verificada através da digestão enzimática utilizando a endonuclease de restrição 

EcoRI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Foram utilizadas 5 U de enzima e 2 µL de 

DNA plasmidial purificados. A reação ocorreu a 37°C overnight. 

 

3.1.11 Sequenciamento do DNA plasmidial e análise das sequências 

 

As amostras de plasmídeos contendo o inserto (200 ηg) foram sequenciadas 

utilizando a metodologia de dideoxi com o primer universal M13 Reverse (0,25 µM). 

A qualidade dos cromatogramas foi analisada utilizando o software CHROMAS® 

2.4.4 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html). Para a quantificação do 

padrão de metilação das CpG da DMR 1 (17 CpG), Rep A (18 CpG) e região 

promotora do gene XIST (6 CpG) utilizou-se o software BiQ Analyser® (Bock, 

Reither et al., 2005) (Max-Planck Society, München, Germany, http://biq-

analyzer.bioinf.mpi-sb.mpg.de/), comparando as sequências obtidas com a 

depositada no GenBank  (AJ421481.1). 

Foram consideradas para o estudo apenas sequências que apresentaram 

no mínimo 95% de conversão pelo bissulfito de sódio (taxa de conversão das 

citosinas não seguidas de guanina) e sequências com o mínimo de 95% de 

identidade (comparadas com a sequência referência utilizada). Foram 

consideradas sequências hipermetiladas aquelas que apresentaram ≥50% de 

sítios CpGs metilados (Imamura, Kerjean et al., 2005) e o número mínimo de alelos 

foi determinado a partir do número de alelos diferentes encontrados em cada 

amostra analisada. 
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3.2 EXPERIMENTOS RELACIONADOS A EXPRESSÃO GÊNICA EM 

CÉLULAS INDIVIDUAIS 

 

3.2.1 Obtenção de ovócitos maturados e blastômeros individuais de 

embriões produzidos in vitro 

 

Para este experimento foram utilizados ovócitos maturados e embriões 

produzidos in vitro conforme protocolo descrito anteriormente. Ovócitos MII (n=5) e 

embriões em diferentes estágios de desenvolvimento – 2-células (n=5), 4-células 

(n=5), 8-16 células (n=3) e mórulas (n=2) – foram produzidos para a caracterização 

do perfil da expressão gênica na região do locus XIST em blastômeros individuais. 

Os ovócitos e embriões foram lavados primeiramente em PBS com 20% de SFB, 

seguido por um segundo banho em PBS na ausência de SFB. Em seguida foram 

submetidos à digestão da zona pelúcida em um banho com pronase E (10 mg/mL) 

por cerca de 5 min., monitorando em estereomicroscópio (Stemi SV6, Zeiss®, 

Göttingen, Alemanha) a degradação da mesma. As estruturas foram então 

submetidas a 2 banhos em PBS com 2% de SFB. Os ovócitos foram depositados 

individualmente em microtubo de 0,2 mL contendo 10 µL de solução de lise celular 

e DNAse, conforme protocolo do kit Single Cell-to-CT™ (Ambion, Austin, TX, USA). 

Para a separação dos blastômeros foi feita a dissociação mecânica das células 

utilizando pipetas de vidro com abertura de diâmetros variados (10, 5 e 3 µm de 

diâmetro) de acordo com o tamanho das células embrionárias. Foram feitas 

pipetagens sucessivas até a separação completa das células. Cada blastômero foi 

depositado individualmente em microtubos de 0,2 mL contendo 10 µL de solução 

de lise celular e DNAse, conforme protocolo do kit Single Cell-to-CT™ (Ambion, 

Austin, TX, USA 

 

3.2.2 PCR em Tempo Real (RT-qPCR) para detecção da expressão 

gênica em ovócitos e células individuais de embriões 

 

A caracterização do padrão de expressão gênica em ovócitos e blastômeros 

individuais dos embriões foi realizada utilizando o kit Single Cell-to-CT™ (Ambion, 

Austin, TX, USA), conforme recomendações do fabricante (Anexo 9). Em suma, as 
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células individualizadas foram submetidas a uma reação de lise celular por 5 min. 

em tampão de lise e DNAse, sendo a reação interrompida por uma solução de 

parada da reação. Em seguida o lisado foi submetido ao protocolo de transcrição 

reversa nas seguintes condições: 25°C por 10 min., 42°C por 60 min. e 85°C por 5 

min. O cDNA resultante foi pré-amplificado em termociclador (Mastercycler 

gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany) utilizando um pool de TaqMan® Gene 

Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) para os genes XIST (119 

pb) e GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; 118 pb). As condições da 

pré-amplificação foram: 95°C por 10 min.; 14 ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 

4 min. e 99°C por 10 min. O cDNA pré-amplificado foi diluído em uma concentração 

de 1:10 com água nuclease free e então submetido à amplificação por PCR em 

tempo real para o gene de interesse – XIST –, utilizando o GAPDH como controle 

endógeno. A região escolhida para se analisar a expressão de XIST foi o último 

éxon do gene, visto que é uma região comum às três isoformas do gene. Foram 

utilizados 1 X do TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA), 1 X do TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems, 

Foster City, CA), 10 µL do cDNA pré-amplificado e volume final de 25 µL 

completado com água nuclease free. A reação de amplificação foi conduzida no 

termociclador ABI 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) sob as seguintes condições: 50°C por 2 min.; 95°C por 10 min. e 45 

ciclos de 95°C por 5 seg. e 60°C por 1 min. A análise dos resultados foi realizada 

utilizando o baseline automático e thereshold de 0,2. Os volumes totais de algumas 

PCR foram colocados em gel de agarose 2% para a confirmação do tamanho 

esperado dos amplicons. Foi feita uma análise e interpretação qualitativa dos dados 

(presença ou ausência de expressão), utilizando os Ct (threshold cycle), os 

amplicons no gel e o resultado do sequenciamento para cada célula individual, 

embrião e estágio embrionário analisado. 
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3.3 EXPERIMENTOS RELACIONADOS À CARACTERIZAÇÃO DA 

EXPRESSÃO GÊNICA SENSE E ANTISENSE (Strand-Specific Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction) PARA O LOCUS XIST  

 

3.3.1 Obtenção do material biológico 

 

Os embriões utilizados foram produzidos tal como descrito anteriormente. 

Utilizou-se 1 pool de 40 embriões no estágio Bx (168 p.i.), produzidos a partir de 

sêmen sexado para fêmea, que foram armazenados em RNAlater (Ambion, Austin, 

TX, USA) a -80°C. 

Para a obtenção do tecido testicular foi realizado um procedimento de 

orquiectomia em um animal púbere mestiço (Nelore x Curraleiro pé-duro) de cerca 

de 2 anos de idade. Logo após a remoção cirúrgica o testículo foi higienizado e 

cortado com o auxílio de um bisturi para a exposição do parênquima testicular. Em 

seguida, foram retirados vários fragmentos com o auxílio de uma lâmina de bisturi, 

os quais foram depositados em microtubos de 1,5 mL estéreis. Adicionou-se, então, 

RNAlater (Ambion, Austin, TX, USA), em um volume necessário para cobrir todo o 

tecido testicular e em seguida foram acondicionados em gelo até o transporte para 

o laboratório, sendo em seguida armazenados a -80°C para posterior extração do 

RNA. 

 

3.3.2 Extração de RNA total e transcrição reversa 

 

O RNA total dos embriões (1 pool) foi isolado utilizando o kit RNeasy Plus 

Micro (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com instruções do fabricante (com 

pequenas modificações, conforme Anexo 10). Já a extração do RNA total do tecido 

testicular (1 amostra) foi conduzida utilizando o TRIzol™ Plus RNA Purification, 

seguido por purificação utilizando o kit PureLinkTM RNA Mini (Ambion, Austin, TX, 

USA) (Anexo 11). O RNA total purificado foi tratado com RQ1 RNase-Free DNase 

(Promega, Madison, WI, USA), utilizando 5 U da enzima para as amostras de RNA 

de tecido testicular ou 0,5 U para as amostras de RNA dos embriões. 

Realizou-se a síntese de cDNA utilizando o kit SuperScript™ III First-Strand 

Synthesis SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as 
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recomendações do fabricante. Foram utilizados primers gene-específicos (forward 

ou reverse) nas concentrações finais de 0,1 µM, tanto para o primeiro quanto para 

o último éxons do gene XIST. Essa é a metodologia de eleição pelo fato dos 

transcritos sense e antisense compartilharem a mesma região do genoma, sendo 

transcritos em sentidos opostos. Como cada uma das fitas da dupla hélice do DNA 

da região analisada pode ser responsável pela transcrição de um RNAm diferente, 

é necessário que o estudo dessa região seja feito a nível “fita-específico”. Os 

primers gene-específicos foram desenhados para este estudo com base na 

sequência reversa complementar do RNA XIST de bovinos (GenBank 

XR_001500119.1), usando a ferramenta IDT Primer Quest software 

(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/). As sequências dos 

primers gene-específicos estão apresentadas na Tabela 5.  

 

Tabela 5. Identificação do gene, sequências dos primers, concentração dos primers e tamanho do 
fragmento amplificado para avaliação de expressão gênica sense e antisense. 

Gene Sequência dos primers (5’-3’) 
Concentração 
dos primers 

Tamanho do 
amplicon 

 

XIST éxon 1 
F: CAGGCTTCACTCCACCTAAA 

100 nM 175 pb 
R: GTTAGGCTAGAGGGTTGGTTAG 

XIST último 
éxon 

F: GGACCAGACTTCACCAAGAAA 
200 nM 159 pb 

R: GAAATGGGCCTAGTCTAAAGGG 

 

Foi usado primer oligo(dT) na concentração final de 2,5 µM como um controle 

positivo da reação. Outra reação de síntese de cDNA, na ausência de transcriptase 

reversa (RT-), também foi realizada, servindo como um controle negativo para 

atestar a ausência de contaminação por DNA genômico na reação de PCR. As 

amostras de cDNA utilizando oligo(dT) e RT- foram usadas na reação de PCR em 

tempo real tanto para amplificações do primeiro quanto do último éxon. A síntese 

de cDNA para esse experimento foi conduzida conforme descrito no Anexo 12. 

A partir de cada amostra de RNA total foram sintetizadas 6 amostras distintas 

de cDNA: uma amostra de cDNA a partir do primer TSIXP forward (TSIXP F), uma 

a partir do primer TSIXP reverse (TSIXP R), uma a partir do primer TSIXU forward 

(TSIXU F), uma a partir do primer TSIXU reverse (TSIXU R), uma a partir de primers 
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oligo(dT) e uma outra também utilizando primers oligo(dT), mas na ausência da 

enzima transcriptase reversa (RT-). Como os primers específicos foram 

desenhados a partir da sequência reversa e complementar de XIST, as 

amplificações correspondentes aos cDNAs sintetizados a partir dos primers forward 

referem-se ao transcrito sense (XIST), enquanto aquelas correspondentes aos 

cDNAs sintetizados a partir dos primers reverse referem-se ao transcrito antisense 

(não caracterizado em bovinos). 

 

3.3.3 PCR em tempo real fita-específica [Strand-Specific Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction (SS-RT-PCR)] 

 

Os cDNA sintetizados com os primers fita-específicos e seus controles foram 

utilizados como molde para amplificação por PCR tempo real. Para cada reação foi 

utilizado cDNA equivalente a dois embriões e ~ 50 ηg de RNA proveniente de tecido 

testicular. As PCR foram conduzidas utilizando Fast Sybr Green Master Mix 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), em um termociclador ABI 7500 Fast Real-

Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA). O volume final da reação 

foi de 25 µL e as condições de amplificações foram as seguintes: 95°C por 10 min., 

seguido de 50 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 s. e anelamento e extensão a 

60°C por 1 min., seguidas de uma curva de dissociação (95°C por 15 s., 65°C por 

1 min., 95°C por 30 s. e 60°C por 15 s.). Os dados de fluorescência foram coletados 

após cada ciclo de extensão. 

Foram analisadas a expressão sense e antisense para as regiões do 

primeiro e último éxons do gene XIST (TSIXP e TSIXU, respectivamente). As 

sequências e concentrações dos primers utilizadas nas reações de PCR, e 

tamanho dos amplicons, para cada região estudada, estão mostrados na Tabela 5. 

A técnica de SS-RT-PCR utilizada nesse trabalho está esquematizada na Figura 5. 

 



54 
 

 
Figura 5: Esquema da técnica de Strand-Specific Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction (SS-RT-PCR) utilizada para prospecção de transcritos sense e antisense no locus 
XIST. As linhas amarela e verde com cauda PoliA no final 3’ representam transcritos antisense e 
sense para um mesmo locus (fita dupla de DNA), respectivamente. Os transcritos são submetidos 
à transcrição reversa utilizando primers específicos para as fitas sense e antisense (barras 
pequenas azul e vermelha). Após a síntese do DNA complementar (cDNA), as amostras são 
submetidas à amplificação por PCR em tempo real utilizando o mesmo par de primers utilizados 
para a síntese do cDNA. 

 

Foi feita uma única reação de PCR para cada amostra. Os amplicons foram 

submetidos à eletroforese a corrente elétrica constante de 50 mA em gel de 

agarose 2,0% corado com brometo de etídio (10 mg/mL) em meio TBE 0,5 X. 

Utilizou-se o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). O gel foi fotodocumentado em um equipamento Gel-doc 1000 

Bio Rad (Bio-Rad Laboratories SA, EUA). Os produtos da PCR foram recortados 

do gel e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as normas do fabricante. Em 
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seguida, as amostras foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® (ND- 

1000) (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA). 

Os amplicons foram finalmente sequenciados utilizando 40 ηg de DNA 

purificado e 0,25 µM dos primers específicos. Para o sequenciamento, foi utilizada 

a metodologia de dideoxi. A qualidade dos cromatogramas foi analisada utilizando 

o software CHROMAS® 2.4.4. As sequências obtidas foram comparadas com as 

sequências correspondentes depositadas no GenBank utilizando a ferramenta 

BLASTN 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastS

earch&LINK_LOC=blasthome). 

 

3.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados de quantificação do padrão de metilação foram comparados entre 

os tratamentos experimentais utilizando-se Análise de Variância e o teste t de 

Student ou Kruskal-Wallis e Mann-Whitney se os dados apresentaram distribuição 

normal ou não, respectivamente. Para os dados de expressão gênica foi feita 

análise descritiva dos dados, identificando se havia ou não a presença dos 

transcritos de interesse. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

diferentes. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa Systat, versão 

10.2 (2002, Inc., Richmond, CA, USA). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DO PADRÃO DE METILAÇÃO DA DMR 1, DA 

REGIÃO REP A E DA REGIÃO PROMOTORA DO GENE XIST EM 

GAMETAS, EMBRIÕES E TECIDO PLACENTÁRIO BOVINOS 

 

4.1.1 Metilação da DMR 1 do gene XIST em gametas, embriões e 

placenta bovinos 

 

Os produtos da amplificação do DNA genômico tratado com bissulfito de 

sódio para a DMR 1 do gene XIST foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% e corados com brometo de etídeo, conforme Figura 6. 

 

 
Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando um amplicon específico para a região 
DMR do exon 1 do gene XIST de ovócitos MII de bovinos utilizando como molde DNA 
genômico tratado com bissulfito de sódio. As quatro primeiras linhas são repetições da mesma 
PCR. A região amplificada referente ao XIST possui 405 pares de base (pb). A linha 5 à direita 
mostra o padrão de bandas do marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
 

Os amplicons foram purificados do gel de agarose, e posteriormente 

clonados em células de DH5α, tendo os plasmídeos purificados e sequenciados. 

As sequências foram analisadas no programa BiQ Analyser e somente foram 

consideradas para as análises as que tiveram o mínimo de 95% de identidade e 
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95% de conversão por bissulfito de sódio. A Figura 7 representa um exemplo de 

alinhamento para a análise do padrão de metilação para essa região específica. 

 

 
Figura 7: Exemplo de alinhamento realizado no programa BiQ Analyzer entre a sequência 
referência (linha superior) e um produto de sequenciamento (linha inferior) para a DMR 1 do 
gene XIST, mostrando a posição dos 17 sítios CpGs analisados. Marcações nas cores laranja 
e roxa indicam citosinas não metiladas, enquanto as marcações somente na cor laranja indicam 
citosinas metiladas. 

 
Foram analisados 17 sítios CpG para a DMR 1 do gene XIST. Os padrões 

de metilação dessa região para espermatozoides, ovócitos, embriões e tecido 

placentário (alantocórion) estão representados na Figura 8. 
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Figura 8: Padrão de metilação para a DMR 1 do gene XIST em gametas, embriões e placenta 
bovinos (Bos taurus indicus). Padrões de metilação para a DMR 1 em espermatozoides, ovócitos 
imaturos, ovócitos maturados, embriões de 8-16 células, mórulas, massa celular interna de 
blastocistos expandidos, trofoectoderma de blastocistos expandidos, alantocórion fêmea A, 
alantocórion fêmea B, alantocórion macho A e alantocórion macho B.  Os números abaixo de cada 
grupo indicam a média do padrão de metilação em percentagem ± erro padrão da média. Cada linha 
representa um clone; cada círculo representa uma citosina num contexto de dinucleotídeo CpG. 
Círculo preto indica citosina metilada, enquanto círculo branco indica citosina não metilada. Círculo 
cinza indica não detecção do sítio CpG no sequenciamento. 

 

Os níveis de metilação de cada grupo estudado também estão 

representados na Figura 9 e os valores de p para todas as análises estatísticas 

realizadas para a DMR 1 do gene XIST encontram-se no Anexo 13. 
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Figura 9: Taxa de metilação para a região da DMR 1 do gene XIST. Cada barra representa um 
grupo analisado (espermatozoides, ovócitos imaturos, ovócitos maturados, embriões de 8-16 
células, mórulas, massa celular de blastocistos expandidos, trofoectoderma de blastocistos 
expandidos, alantocórion fêmea A, alantocórion fêmea B, alantocórion macho A e alantocórion 
macho B). Os resultados estão representados como média ± erro padrão da média. Letras diferentes 
indicam níveis diferentes de metilação (p < 0,05). 

 

A taxa de metilação, número de sequências analisadas, o número mínimo 

de alelos encontrados e o número de sequências hipermetiladas [≥50% de sítios 

CpGs metilados (Imamura, Kerjean et al., 2005)] para cada material biológico 

estudado estão representados na Tabela 6. 
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Tabela 6. Taxa de metilação, número de sequências analisadas, número mínimo de alelos e número 
de sequências hipermetiladas encontrados para cada grupo analisado para a região 
diferencialmente metilada 1 do gene XIST. 

Grupos estudados 

Taxa de 
metilação (%) ± 
erro padrão da 

média 

Número de 
clones 

analisados 

Número 
mínimo de 

alelos 
analisados 

Número de 
sequências 

hipermetiladas 

Espermatozoide 3,33 ± 1,05a 9 5 0 (0,0%) 

Ovócitos imaturos 
(GV) 79,54 ± 6,56b,c 24 9 20 (83,3%) 

Ovócitos maturados 
(MII) 89,59 ± 2,31b,c 30 19 29 (96,7%) 

Embriões 8-16 células 0,00 ± 0,00a 12 1 0 (0,0%) 

Mórulas 0,84 ± 0,57a 14 3 0 (0,0%) 

MCI de blastocistos Bx 1,07 ± 0,72a 11 3 0 (0,0%) 

TE de blastocistos Bx 3,93 ± 1,24a 6 2 0 (0,0%) 

Alantocórion fêmea A 89,38 ± 2,70b,c 16 11 16 (100,0%) 

Alantocórion fêmea B 70,92 ± 10,70c 16 7 12 (75,0) 

Alantocórion macho A 94,67 ± 1,18b 18 10 18 (100,0%) 

Alantocórion macho B 94,44 ± 1,58b 15 8 15 (100,0%) 

a, b, c Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 
analisados, considerando-se p < 0,05. GV – vesícula germinativa; MII – meiose II; MCI – massa 
celular interna; TE – trofoectoderma; Bx – blastocisto expandido 

 

Padrões de metilação contrastantes foram encontrados para os gametas 

masculino e feminino para a DMR 1 do gene XIST em bovinos, sendo que 

espermatozoides apresentaram um padrão hipometilado (3,33 ± 1,05%) quando 

comparado com ovócitos maturados (89,59 ± 2,31%; p < 0,001). Tem-se ainda 

diferença quando se compara a distribuição de alelos hipo ou hipermetilados, na 

qual espermatozoides apresentaram somente alelos hipometilados, enquanto 

ovócitos maturados apresentaram 96,7% dos seus alelos hipermetilados. Observa-

se ainda que os ovócitos não sofrem mais mudanças no padrão de metilação para 

essa região específica durante a maturação nuclear, já que os níveis de metilação 

encontrados para o gameta imaturo e maturado são estatisticamente semelhantes, 

(79,54 ± 6,56 e 89,59 ± 2,31, respectivamente, p = 0,339). 
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Essa região encontra-se completamente desprogramada na embriogênese 

inicial, baseando-se no padrão hipometilado observado já a partir do estágio de 8-

16 células (0,00 ± 0,00), passando por mórula (0,84 ± 0,57) e mantendo-se até o 

estágio de blastocisto (1,07 ± 0,72 e 3,93 ± 1,24). No entanto, o padrão hipometilado 

observado nas células do trofoectoderma de blastocistos não se mantém nas 

células do alantocórion originário tanto de gestações de bezerros fêmeas quanto 

de machos, nas quais houve um ganho significativo de metilação do DNA para essa 

região ao longo do desenvolvimento. 

 

4.1.2 Metilação da região Repeat A (Rep A) do gene XIST em gametas, 

embriões e placenta bovinos 

 

A região Repeat A (Rep A) está presente no éxon 1 do gene XIST, usptream 

à DMR 1 (Figura 4) e também foi analisada quanto ao padrão de metilação do DNA. 

A região é bastante conservada entre diferentes espécies de mamíferos, e 

baseando-se em informações de camundongos, pode também estar envolvida na 

regulação da expressão de XIST e/ou Rep A em bovinos e, consequentemente, na 

inativação do cromossomo X. 

O DNA tratado com bissulfito de sódio foi amplificado por PCR e os produtos 

foram submetidos à eletroforese de gel de agarose 2% corado com brometo de 

etídeo, conforme Figura 10. 
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando um amplicon específico para a 
região do Rep A do gene XIST de espermatozoides bovinos utilizando como molde DNA 
genômico tratado com bissulfito de sódio. A linha 1 à esquerda mostra o padrão de bandas do 
marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). As três linhas seguintes são repetições da mesma 
PCR. A região amplificada possui 600 pares de base (pb). 
 

Os amplicons foram purificados do gel e clonados em células DH5α, tendo 

os plasmídeos purificados e sequenciados. As sequências foram analisadas no 

programa BiQ Analyser e somente as que tiveram taxas de identidade e conversão 

por bissulfito de sódio > 95% foram consideradas para as análises. A Figura 11 

representa um exemplo de alinhamento para a análise do padrão de metilação para 

essa região específica. 

 



63 
 

 
Figura 11: Exemplo de alinhamento realizado no programa BiQ Analyzer entre a sequência 
referência (linha superior) e um produto de sequenciamento (linha inferior) para a região do 
Rep A do gene XIST, mostrando a posição dos 18 sítios CpGs analisados. Marcações nas 
cores laranja e roxa indicam citosinas não metiladas, enquanto as marcações somente na cor laranja 
indicam citosinas metiladas. 

 

Foram analisados 18 sítios CpG para a região Rep A. Os padrões de 

metilação da região em espermatozoides, ovócitos, embriões e tecido placentário 

(alantocórion) bovinos estão representados na Figura 12. 
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Figura 12: Padrão de metilação para a região Rep A do gene XIST em gametas, embriões e 
placenta bovinos (Bos taurus indicus). Padrões de metilação para Rep A em espermatozoides, 
ovócitos imaturos, ovócitos maturados, embriões de 8-16 células, mórulas, massa celular interna de 
blastocistos expandidos, trofoectoderma de blastocistos expandidos, alantocórion fêmea A, 
alantocórion fêmea B, alantocórion macho A e alantocórion macho B. Os números abaixo de cada 
grupo indicam a média do padrão de metilação em percentagem ± erro padrão da média. Cada linha 
representa um clone; cada círculo representa uma citosina num contexto de dinucleotídeo CpG. 
Círculo preto indica citosina metilada, enquanto círculo branco indica citosina não metilada. Círculo 
cinza indica não detecção do sítio CpG no sequenciamento. 

 

Os níveis de metilação de cada grupo estudado também estão 

representados na Figura 13 e os valores de p para todas as análises estatísticas 

realizadas para a região de Rep A do gene XIST encontram-se no Anexo 14. 
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Figura 13: Taxa de metilação para a região do Rep A do gene XIST. Cada barra representa um 
grupo analisado (espermatozoides, ovócitos imaturos, ovócitos maturados, embriões de 8-16 
células, mórulas, massa celular de blastocistos expandidos, trofoectoderma de blastocistos 
expandidos, alantocórion fêmea A, alantocórion fêmea B, alantocórion macho A e alantocórion 
macho B). Os resultados estão representados como média ± erro padrão da média. Letras diferentes 
indicam níveis diferentes de metilação (p < 0,05). 

 

A taxa de metilação, número de sequências analisadas, o número mínimo 

de alelos encontrados e o número de sequências hipermetiladas [≥50% de sítios 

CpGs metilados (Imamura, Kerjean et al., 2005)] para cada material biológico 

estudado estão representados na Tabela 7. 
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Tabela 7. Taxa de metilação, número de sequências analisadas, número mínimo de alelos e número 
de sequências hipermetiladas encontrados para cada grupo analisado para a região do Rep A do 
gene XIST. 

Grupos estudados 

Taxa de 
metilação (%) ± 
erro padrão da 

média 

Número de 
clones 

analisados 

Número 
mínimo de 

alelos 
analisados 

Número de 
sequências 

hipermetiladas 

Espermatozoide 10,36 ± 3,73a 14 11 1 (7,1%) 

Ovócitos imaturos (GV) 12,29 ± 4,21a 17 5 0 (0,0%) 

Ovócitos maturados (MII) 74,27 ± 8,77b 21 6 16 (76,2%) 

Embriões 8-16 células 92,18 ± 2,22b 5 2 5 (100,0%) 

Mórulas 95,33 ± 0,51b 18 2 18 (100,0%) 

MCI de blastocistos Bx 1,97 ± 1,41a 10 3 0 0 (0,0%) 

TE de blastocistos Bx 0,00 ± 0,00a  11 1 0 0 (0,0%) 

Alantocórion fêmea A 26,92 ± 11,27a 13 7 4 (30,8%) 

Alantocórion fêmea B 89,24 ± 2,50b 12 8 12 (100,0%) 

Alantocórion macho A 88,78 ± 5,40b 18 12 17 (94,4%) 

Alantocórion macho B 94,22 ± 2,07b 13 8 13 (100,0%) 

a, b Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos analisados, 
considerando-se p < 0,05. GV – vesícula germinativa; MII – meiose II; MCI – massa celular interna; 
TE – trofoectoderma; Bx – blastocisto expandido 
 

Tal como observado para a DMR 1, a região do Repeat A também 

apresentou padrões de metilação contrastantes para os gametas masculino e 

feminino maturados (10,26 ± 3,73% e 74,27 ± 8,77%, respectivamente; p < 0,001), 

assim como na distribuição de alelos hipermetilados (7,1% e 76,2%, 

respectivamente). Além disso, observa-se que ainda está ocorrendo mudanças no 

padrão de metilação do DNA do ovócito para essa região específica durante a 

maturação nuclear, na qual a região Rep A apresentou um aumento expressivo dos 

níveis de metilação quando se compara ovócitos imaturos daqueles maturados 

(12,29 ± 4,21% e 74,27 ± 8,77%, respectivamente; p < 0,001). 

Outra diferença observada bastante interessante é quando se compara o 

padrão de metilação do DNA para as regiões da DMR 1 e para a Rep A após a 
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fecundação. Enquanto a DMR 1 encontra-se desmetilada já no estágio de 8-16 

células, para a Rep A a desmetilação acontece apenas a partir do estágio de 

blastocisto, sendo que embriões em estágios mais precoces de desenvolvimento 

(estágio de 8-16 células e mórula) apresentam um alto padrão de metilação (92,18 

± 2,22% e 95,33 ± 0,51, respectivamente), quando comparados com as células da 

massa celular interna e do trofoectoderma (1,97 ± 1,41% e 0,00 ± 0,00%, 

respectivamente). Altos padrões de metilação são novamente reestabelecidos nas 

células do alantocórion, como os provenientes da gestação de uma das fêmeas 

analisadas (89,24 ± 2,50%), sendo que na outra o padrão de metilação manteve-

se mais baixo (26,92 ±11,27%; p < 0,001). No tecido placentário dos machos, foram 

encontrados apenas altos padrões de metilação. 

A reprogramação da metilação do DNA que ocorre nas regiões da DMR 1 e 

do Rep A no final da gametogênese, no desenvolvimento embrionário inicial e na 

placenta em bovinos está representada na Figura 14. 
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Figura 14: Reprogramação da metilação do DNA de duas regiões do gene XIST em bovinos 
durante o final da gametogênese, início do desenvolvimento embrionário e na placenta. O 
eixo Y indica a porcentagem de metilação, enquanto o eixo X representa as diferentes fases do 
desenvolvimento estudadas [GV- vesícula germinativa (ovócitos imaturos), MII – meiose II (ovócitos 
maturados), espermatozoides, embriões de 8-16 células, mórulas, MCI – massa celular interna e TE 
– trofoectoderma de blastocistos expandidos e placenta], tanto para a DMR 1 (A) quanto para a 
região do Rep A (B). As diferentes amostras biológicas estão representadas por círculos de 
diferentes cores, sendo vermelha para ovócitos, azul para espermatozoide, verde para embriões e 
laranja para placenta (alantocórion). 
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4.1.3 Metilação da região promotora do gene XIST em gametas bovinos 

 

Embora não esteja descrito na literatura o envolvimento da metilação do 

DNA dessa região com o controle da expressão de XIST em bovinos, essa região 

do promotor apresenta alguns dinucleotídeos CpG em sua sequência, sendo, 

portanto, passíveis de sofrerem metilação. Dessa forma, analisou-se também o 

padrão de metilação do DNA dessa região. 

O DNA genômico de espermatozoides e ovócitos tratado com bissulfito de 

sódio foi amplificado por PCR e os amplicons submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% corado com brometo de etídeo, conforme Figura 15. 

 

 
Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando um amplicon específico para a 
região do promotor do gene XIST de ovócitos MII bovinos utilizando como molde DNA 
genômico tratado com bissulfito de sódio. A linha 1 à esquerda mostra o padrão de bandas do 
marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). As quatro linhas seguintes são repetições da mesma 
PCR. A região amplificada possui 255 pares de base (pb). 

 

Os amplicons foram purificados do gel e clonados em células DH5α, tendo 

os plasmídeos purificados e sequenciados. As sequências foram analisadas no 

programa BiQ Analyser e somente as que tiveram taxas de identidade e conversão 

por bissulfito de sódio > 95% foram consideradas para as análises. A Figura 16 

representa um exemplo de alinhamento de sequências de DNA para a 

quantificação dos níveis de metilação para essa região específica. 
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Figura 16: Exemplo de alinhamento realizado no programa BiQ Analyzer entre a sequência 
referência (linha superior) e um produto de sequenciamento (linha inferior) para a região do 
promotor do gene XIST, mostrando a posição dos 6 sítios CpGs analisados. Marcações nas 
cores laranja e roxa indicam citosinas não metiladas, enquanto as marcações somente na cor laranja 
indicam citosinas metiladas. 
 

Foram analisados 6 sítios CpG para a região promotora do XIST. O padrão 

de metilação para essa região, em espermatozoides e ovócitos MII (maturados), 

está representado na Figura 17. 

 

 
Figura 17: Padrão de metilação da região promotora do gene XIST em gametas bovinos (Bos 
taurus indicus). Representação dos padrões de metilação para região promotora em 
espermatozoides e ovócitos maturados. Cada linha representa um clone; cada círculo representa 
uma citosina num contexto de dinucleotídeo CpG. Círculo preto indica citosina metilada, enquanto 
círculo branco indica citosina não metilada. Os resultados dos níveis de metilação estão também 
representados na forma de gráfico, como média ± erro padrão da média, em que cada barra 
representa um grupo analisado (espermatozoides e ovócitos maturados). Os resultados estão 
representados como média ± erro padrão da média. O valor de p indica níveis diferentes de 
metilação entre os dois grupos analisados, de acordo com o teste de Mann-Whitney (p = 0,008). 
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A taxa de metilação, número de sequências analisadas, o número mínimo 

de alelos encontrados e o número de sequências hipermetiladas [≥50% de sítios 

CpGs metilados (Imamura, Kerjean et al., 2005) para cada amostra estudada, estão 

representados na Tabela 8 abaixo. 

 

Tabela 8. Taxa de metilação, número de sequências analisadas, número mínimo de alelos e número 
de sequências hipermetiladas encontrados para espermatozoides e ovócitos maturados para a 
região promotora do gene XIST. 

Grupos estudados 

Taxa de 
metilação ± erro 

padrão da 
média 

Número de 
clones 

analisados 

Número 
mínimo de 

alelos 
analisados 

Número de 
sequências 

hipermetiladas 

Espermatozoides 3,12 ± 1,68a 16 3 0 (0,%) 

Ovócitos maturados (MII) 46,67 ± 10,58b 20 6 10 (50,0%) 

a, b Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos analisados, 
considerando-se p < 0,05. 
 

Assim como para as outras duas regiões analisadas (DMR 1 e Rep A), a 

região promotora, embora apresentando poucos dinucleotídeos CpG, possui 

diferentes padrões de metilação quando se compara os gametas masculino e 

feminino (p = 0,008). Espermatozoides apresentaram-se hipometilados para essa 

região (3,12 ± 1,68), assim como ocorreu para a DMR 1 e para a região Rep A, 

enquanto ovócitos apresentaram níveis de metilação próximos dos 50%. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DO PADRÃO DE EXPRESSÃO GÊNICA NO 

LOCUS XIST EM CÉLULAS INDIVIDUAIS DE EMBRIÕES BOVINOS 

 

Blastômeros individuais de embriões produzidos a partir de sêmen sexado 

para fêmea foram submetidos à análise de expressão gênica para o locus XIST. 

Após a PCR em tempo real, os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel 

de agarose 2% corado com brometo de etídeo para confirmação do tamanho 

esperado dos amplicons para o transcrito alvo e para o gene GAPDH, conforme 

mostrado na Figura 18. 
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando os produtos da amplificação para o 
locus XIST e para o GAPDH em células individuais de mórula. Os amplicons referentes ao XIST 
possuem 119 pares de base (pb) (lado esquerdo do marcador), enquanto os amplicons referentes 
ao GAPDH possuem 118 pb (lado direito do marcador). Ao centro, marcador 1 kb Plus DNA Ladder 
(Invitrogen). 

 
Foram detectados transcritos para o locus XIST em ovócitos MII individuais 

e blastômeros individuais, de embriões bovinos fêmeas nos estágios de 2 células 

até mórula, através de PCR em tempo real. O gene GAPDH foi escolhido como 

controle endógeno (controle positivo) e somente as células nas quais foram 

detectadas expressão de GAPDH (GAPDH+) foram consideradas viáveis e 

contabilizadas nas análises. Foram analisados 5 ovócitos individualmente, células 

individuais de 5 embriões de 2 células, de 5 embriões de 4 células, de 3 embriões 

de 8-16 células e de 2 mórulas. O resultado da detecção da expressão gênica nos 

diferentes blastômeros analisados, assim como os valores de Ct (threshold cycle) 

para cada embrião e estágio de desenvolvimento estão representados no Anexo 

15 e as médias de Ct para ovócitos e embriões em cada estágio de 

desenvolvimento estão também representados na Figura 19. 

 



73 
 

 
Figura 19: Média dos Ct (threshold cycle) para os genes XIST e GAPDH para cada estágio de 
desenvolvimento analisado (ovócitos MII, embriões de 2 células, 4 células, 8-16 células e 
mórulas). Os valores estão representados como média ± erro padrão da média. 

 

Os resultados qualitativos, detecção ou não de transcritos, para XIST e 

GAPDH nos ovócitos e células embrionárias individuais estão também 

representados na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Expressão de GAPDH e XIST em ovócitos e células individuais de embriões em diferentes 
estágios (2 células, 4 células, 8-16 células e mórulas): número de estruturas avaliadas (ovócitos e 
embriões), número de células analisadas, quantidade de células GAPDH+, quantidade de células 
XIST+, taxa de células XIST+ (%) e proporção de estruturas XIST+ (%). 

Estágio 
Embrionário 

Número de 
estruturas 
analisadas 

Número de 
células 

analisadas 

Células 
GAPDH+ 

Células 
XIST+ 

Células 
XIST+ (%) 

Estruturas 
XIST+ 

Ovócitos MII 5 5 5 5 100% 5/5 

2-Células 5 10 10 10 100% 5/5 

4-Células 5 15 15 15 100% 5/5 

8-16 Células 3 24 24 24 100% 3/3 

Mórula 2 17 17 14 82,3% 2/2 

 

As informações contidas na Tabela 9 estão representadas de forma 

esquemática na Figura 20. 
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Figura 20: Representação da expressão de XIST e GAPDH em células individualizadas de 
embriões bovinos fêmeas em diferentes estágios de desenvolvimento. Foram analisados 
blastômeros de embriões em diferentes estágios embrionários (2-Células, 4-Células, 8-16 Células 
e Mórula), além de ovócitos maturados (MII). A detecção de XIST e/ou GAPDH está esquematizado 
por cores, conforme legenda na parte inferior da figura. Os círculos correspondentes às células de 
embriões de 8-16 células e mórula não representam o número real de blastômeros analisados, 
sendo que o padrão das cores no desenho é proporcional aos números reais. 
 

Foi observado que todos os ovócitos e os embriões de 2 células 

apresentaram, tanto expressão de XIST quanto de GAPDH. Já no estágio de 4 

células, 3 dos 5 embriões analisados apresentaram expressão de XIST e GAPDH 

em todas as células, enquanto que em 2 embriões foram detectados blastômeros 

GAPDH-. Dois embriões de 8-16 células também apresentaram blastômeros 

GAPDH-. Finalmente, entre as células consideradas viáveis (GAPDH+), os 

embriões em estágio de mórula apresentaram 82,3% de blastômeros positivos para 

o gene XIST, diferentemente dos outros estágios embrionários e ovócitos, nos 
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quais todas as células consideradas viáveis apresentaram expressão de transcrito 

no locus XIST. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA SENSE E ANTISENSE 

por SS-RT-PCR (Strand-Specific Reverse Transcription Polymerase 

Chain Reaction) PARA O LOCUS XIST 

 

Para este experimento foram produzidos embriões em estágio de blastocisto 

expandido e foram utilizadas também amostras de parênquima testicular como 

controle. Após a extração do RNA, o cDNA foi sintetizado e submetido à PCR em 

tempo real. Os fragmentos amplificados pela PCR em tempo real foram submetidos 

à eletroforese em gel e após a confirmação do tamanho esperado dos amplicons, 

eles foram purificados e sequenciados. Portanto, a identidade dos produtos foi 

confirmada através do tamanho dos amplicons (175 pb para o primeiro éxon e 159 

pb para o último éxon), da temperatura de melting (Tm) (~ 79°C para o primeiro 

éxon e ~ 73°C para o último éxon) e pelo sequenciamento. 

Os resultados da amplificação dos transcritos sense e antisense em 

blastocistos expandidos estão apresentados na Figura 21. 
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Figura 21: Resultados da PCR em tempo real para a presença de transcritos sense e antisense no 
primeiro éxon (primers TSIXP) e último éxon (primers TSIXU) do locus XIST através da metodologia de 
SS-RT-PCR (Strand-Specific Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) em embriões bovinos. 
Curvas de amplificação (parte superior da figura) e valores de Ct (threshold cycle) para as amplificações a partir 
de cDNA sintetizado com primers gene-espcíficos forward (TSIXP F e TSIXU F) e reverse (TSIXP R e TSIXU 
R), além de cDNA sintetizado usando primers oligo(dT) e um cDNA na ausência de transcriptase reversa (RT-
) (A). Eletroforese em gel de agarose 2%, mostrando as amplificações para TSIX F, R, oligo (dT) e RT- e o 
negativo (branco) da PCR para o primeiro éxon (175 pares de base; lado esquerdo do gel) e para o último éxon 
(159 pares de base; lado direito do gel). Ao centro, marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (B). Curvas de 
melting para os amplicons obtidos a partir de cDNA sintetizado com os primers TSIXP forward (C), TSIXP 
reverse (D), oligo(dT) (E), TSIXU forward (F), TSIXU reverse (G) e oligo(dT) (H). 
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Os resultados do sequenciamento dos amplicons foram comparados com as 

sequências depositadas no GenBank utilizando a ferramenta BLASTN. Os 

resultados do alinhamento para o primeiro éxon (TSIXP) e último éxon (TSIXU) 

estão representados na Figura 22. 

 

 
Figura 22: Alinhamento dos produtos amplificados por PCR a partir dos transcritos sense e 
antisense do locus XIST em embriões bovinos com as sequências depositadas no GenBank. 
Os amplicons tiveram suas sequências alinhadas usando a ferramenta BLASTN, tanto para a região 
do primeiro éxon (TSIXP) (A) quanto para a região do último éxon TSIXU (B). 

 

Os amplicons sequenciados obtiveram uma boa taxa de identidade para a 

sequência do transcrito XIST bovino depositada no GenBank, tanto para o primeiro 

éxon (99%) quanto para o último éxon (89%). Em conjunto, os resultados sugerem 

que houve expressão sense (XIST; a partir do cDNA sintetizado com os primers 

forward) e antisense (a partir do cDNA sintetizado com os primers reverse) tanto no 

primeiro quanto no último éxon do gene XIST em embriões bovinos. O controle 

oligo(dT) comprovou as amplificações primers-específicas, e a ausência de 

amplificação dos controles negativos atesta a ausência de contaminação por DNA 

genômico.  

Os resultados da amplificação dos transcritos sense e antisense do locus 

XIST para tecido testicular estão apresentados na Figura 23. 
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Figura 23: Resultados da PCR em tempo real para a presença de transcritos sense e antisense no 
primeiro éxon (primers TSIXP) e último éxon (primers TSIXU) do locus XIST através da metodologia de 
SS-RT-PCR (Strand-Specific Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) em tecido testicular 
bovino. Curvas de amplificação e valores de Ct (threshold cycle) para as amplificações a partir de cDNA 
sintetizado com primers gene-espcíficos forward e reverse, além de cDNA sintetizado usando primers oligo(dT) 
e um cDNA na ausência de transcriptase reversa (RT-) para os primers TSIXP (A) e TSIXU (B). Eletroforese 
em gel de agarose 2%, mostrando à esquerda o marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) e em seguida as 
amplificações para TSIX F, R e oligo(dT) para o primeiro éxon (175 pares de base; C) e para o último éxon 
(159 pares de base; D). Curvas de melting para os amplicons obtidos a partir de cDNA sintetizado com os 
primers TSIXP forward (E), TSIXP reverse (F), oligo(dT) (G), TSIXU forward (H), TSIXU reverse (I) e oligo(dT) 
(J). 
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Os resultados referentes às amplificações dos transcritos sense e antisense 

para parênquima testicular são semelhantes àqueles encontrados para embriões, 

pois foi detectada transcrição sense e antisense no primeiro e último éxons de XIST 

(início e final do gene). Tal como nos resultados para embriões, o controle oligo(dT) 

comprovou as amplificações primers-específicas, e a ausência de amplificação dos 

controles negativos atesta a ausência de contaminação por DNA genômico. 

As médias das razões Ct antisense/Ct sense para o primeiro e o último éxons 

para todas as PCRs realizadas para embriões e tecido testicular em que foram 

observadas amplificação do cDNA oligo(dT) e ausência de amplificação em RT- 

estão apresentados na Figura 24. 

 

 
Figura 24: Razão Ct antisense/Ct sense para o primeiro e último éxons do locus XIST para 
embriões e tecido testicular de bovinos. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão 
da média. As barras indicam a razão dos valores de Ct para os transcritos sense e antisense. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O processo da ICX caracteriza-se pelo fato de que fêmeas de qualquer 

espécie de mamífero devem inativar um dos seus cromossomos X como um 

mecanismo de compensação de dose, já que os machos possuem apenas um 

cromossomo X (Lyon, 1961). Esse evento é bastante conhecido em camundongos 

e humanos, porém, suas características em outras espécies, especialmente entre 

os animais de produção, ainda são bastante desconhecidas. Embora pareça ser 

um evento relativamente bem conservado entre os mamíferos eutérios (Escamilla-

Del-Arenal, Da Rocha et al., 2011), diferenças importantes já foram relatadas entre 

as espécies, sugerindo que esse processo pode não ser tão bem conservado ao 

longo da evolução biológica quanto se acreditava. 

A transcrição do lncRNA XIST é fundamental para o início do processo de 

inativação do cromossomo X e a manutenção do seu estado inativo (Nesterova, 

Mermoud et al., 2002; Gribnau e Grootegoed, 2012). Uma DMR dentro do éxon 1 

(DMR 1) do gene XIST de bovinos foi escolhida para ser analisada neste estudo. 

Há pelo menos duas décadas sabe-se que o padrão de metilação de uma região 

equivalente a essa em camundongos controla a expressão de XIST e, 

consequentemente, o estado ativo ou inativo do cromossomo X (Heard, Clerc et al., 

1997; Goto e Monk, 1998). Assim, na espécie murina um padrão desmetilado na 

região promotora e dentro do éxon 1 de XIST está relacionado com o X inativo, 

enquanto as mesmas regiões hipermetiladas estão associadas à cópia ativa desse 

cromossomo (Norris, Patel et al., 1994). Os resultados de metilação encontrados 

para espermatozoides e ovócitos para a DMR 1 foram opostos. Além disso, não 

foram encontrados alelos hipermetilados em espermatozoides, enquanto que em 

ovócitos MII 96,7% dos alelos estavam hipermetilados. Os padrões hipometilado e 

hipermetilado encontrados  para espermatozoides e ovócito MII respectivamente, 

já foram também documentados em outros trabalhos com bovinos (Liu, Yin et al., 

2008; Su, Yang et al., 2011; Kaneda, Watanabe et al., 2017) e em regiões 

equivalentes em camundongos (Ariel, Robinson et al., 1995) e ovinos (Zhao, Zhao 

et al., 2011). Esses resultados sugerem que o padrão de metilação para essa região 

do XIST é uma característica relativamente conservada entre os mamíferos 

eutérios e que pode estar envolvida numa organização diferencial do padrão de 
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cromatina entre os dois gametas no momento da fecundação, tal como ocorre em 

camundongos, espécie cuja ICX é paternalmente imprinted no início da 

embriogênese (Huynh e Lee, 2003; Okamoto, Otte et al., 2004). 

Um padrão semelhante foi encontrado para espermatozoides para as 

regiões Rep A e promotora, as quais se mostraram hipometiladas. Já ovócitos MII 

apresentaram um padrão hipermetilado para a região Rep A e um padrão de 

metilação intermediário para a região promotora. Sabe-se que em camundongos a 

região do Rep A transcreve um lncRNA independente da transcrição do RNA XIST, 

sendo aquele imprescindível para os eventos iniciais da ICX (Zhao, Sun et al., 

2008). Como na espécie murina ocorre a presença de pelo menos dois RNAs sense 

sendo transcritos ao longo dessa região, XIST e Rep A, a expressão de ambos 

pode estar sendo controlada por diferentes regiões dentro do locus XIST e/ou 

mecanismos epigenéticos, sendo a metilação do DNA um desses mecanismos. Em 

bovinos, a região Rep A apresenta um número considerável de dinucleotídeos CpG, 

assim como a região promotora do XIST. Esse estudo caracterizou pela primeira 

vez os padrões de metilação do DNA na região promotora do XIST e na sua região 

do Repeat A em gametas bovinos. Especificamente em relação à região Rep A não 

há nenhuma informação na literatura sobre padrões de metilação para essa região, 

nem mesmo em camundongos. Embora não tenha sido avaliada a associação entre 

esses padrões de metilação para essas diferentes regiões de XIST com sua 

expressão, os resultados aqui apresentados trazem evidências de que os padrões 

de metilação dessas regiões, isoladas ou em associação, podem participar do 

controle da expressão de XIST e ou mesmo de outros lncRNAs, como o Rep A, 

como acontece para camundongos (Zhao, Sun et al., 2008). 

Os padrões de metilação encontrados para a região promotora de XIST 

(Figura 17 e Tabela 8) estão de acordo com os resultados da literatura para 

camundongos [hipermetilado em ovócitos e desmetilado em espermatozoides 

(Zuccotti e Monk, 1995)], embora tenha sido encontrado um padrão menos metilado 

para ovócitos que o encontrado para camundongos. Na espécie murina a 

expressão de XIST tem um controle imprinted, sendo regulada por uma DMR 

localizada na região promotora e na porção 5’ do éxon 1 do XIST (Dindot, Kent et 

al., 2004), o que sugere que o padrão de metilação para essa região possa estar 

envolvido na expressão de XIST também em bovinos. 
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Quando se considera os conhecimentos gerados neste estudo no contexto 

da produção in vitro de embriões, um resultado relevante observado aqui é que 

enquanto a DMR 1 apresenta níveis de metilação semelhantes para ovócitos GV e 

MII (Figuras 8 e 9; Tabela 6), a região Rep A apresenta padrões de metilação 

bastante diferentes entre estes ovócitos (Figuras 12 e 13; Tabela 7). Isto significa 

que está havendo ainda, durante a maturação in vitro, a reprogramação do padrão 

de metilação do DNA, com o ovócito MII adquirindo um padrão hipermetilado 

durante essa etapa final da ovogênese. Assim, este resultado coloca a região Rep 

A como uma região candidata a marcador molecular epigenético para qualidade de 

ovócitos oriundos de folículos de 3 a 8 mm, pois se está havendo ainda 

reprogramação, essa região pode ser mais sensível aos efeitos ambientais, 

inclusive do sistema in vitro. Outros trabalhos já mostraram que ovócitos terminam 

de adquirir seu padrão específico de metilação de DNA somente ao final maturação 

nuclear, tanto para bovinos (Fagundes, Michalczechen-Lacerda et al., 2011; 

Mendonca Ados, Guimaraes et al., 2015) quanto para suínos (Marinho, Rissi et al., 

2017) e camundongos (Xu, Chen et al., 2017), mostrando a importância de um bom 

sistema de maturação in vitro para que o ovócito adquira seu perfil epigenético 

correto e, consequentemente, competência, podendo então ser fecundado e levar 

uma gestação a termo. 

Neste estudo foi observado que espermatozoides apresentaram padrões 

bem homogêneos de metilação para todas as regiões analisadas. Isso já foi 

constatado também na literatura para a espécie bovina, tanto para o gene XIST 

(Kaneda, Watanabe et al., 2017) quanto para os genes IGF2 e IGF2R (Carvalho, 

Michalczechen-Lacerda et al., 2012). No entanto, os ovócitos maturados in vitro 

apresentaram um padrão de metilação bastante heterogêneo para as três regiões 

analisadas, com alelos hipometilados e hipermetilados (Figuras 8,12 e 17; Tabelas 

6, 7 e 8). Estes resultados estão de acordo com dados anteriores deste mesmo 

laboratório, nos quais foi avaliado o padrão de metilação para o gene IGF2 

(Fagundes, Michalczechen-Lacerda et al., 2011). Essa variação observada nos 

padrões de metilação de ovócitos MII pode ser consequência do efeito adverso do 

sistema de maturação in vitro sobre a reprogramação epigenética, ser devido a uma 

heterogeneidade do pool de ovócitos avaliados, os quais são oriundos de folículos 

de diferentes tamanhos, ou mesmo da interação desses dois fatores. 
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Além do fato de ser um processo não natural, que pode influenciar os 

padrões epigenéticos, a rotina da PIVE recomenda o uso de ovócitos provenientes 

de folículos de 3 a 8 mm de diâmetro, o que significa uma população de ovócitos 

heterogênea e em diferentes estágios de desenvolvimento. Estudos anteriores 

deste mesmo laboratório mostraram que ovócitos bovinos oriundos de folículos 

antrais de diferentes tamanhos apresentam diferenças importantes no perfil de 

expressão de genes relacionados a fatores de crescimento, metilação do DNA e 

alterações de histonas (Caixeta, Ripamonte et al., 2009; Bessa, Nishimura et al., 

2013), além de padrões de metilação também distintos (Fagundes, Michalczechen-

Lacerda et al., 2011; Mendonca Ados, Guimaraes et al., 2015). Dessa forma, 

embora tenha sido avaliada apenas a maturação nuclear, com o segundo 

corpúsculo polar extruso, os processos de maturação citoplasmática e 

reprogramação epigenética podem não estar sendo finalizados corretamente, 

levando à produção de gametas de qualidade variada, refletindo diretamente na 

qualidade do ovócito submetido à fecundação in vitro. Assim, é importante que as 

mesmas avaliações de metilação do DNA feitas neste estudo para ovócitos 

maturados in vitro sejam também realizadas em ovócitos maturados in vivo, a fim 

de comprovar se o processo in vitro interfere no processo final da reprogramação 

da metilação do DNA. 

O padrão hipermetilado encontrado em ovócitos MII para as diferentes 

regiões estudadas de XIST sugere um estado de cromatina repressiva para essas 

regiões, assim, uma condição de cromatina não apta à transcrição de XIST, 

sugerindo um estado ativo do cromossomo X, como já foi descrito em 

camundongos (Okamoto, Otte et al., 2004). Ao contrário, o padrão hipometilado 

encontrado para espermatozoide pode remeter à uma cromatina apta a transcrever 

XIST. No entanto, deve-se levar em consideração que a cromatina espermática 

está extremamente compactada pela presença de protaminas (Oliva, Bazett-Jones 

et al., 1987). Esse “empacotamento” mediado pelas protaminas, com consequente 

repressão da atividade transcricional, têm sido considerada uma forma de 

regulação epigenética exclusiva de espermatozoides (Hammoud, Purwar et al., 

2010; Carrell, 2012). A ausência de marcas de metilação nas regiões controladoras 

de XIST e/ ou Rep A, que possibilitariam um estado inativo do X, são insuficientes 
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para permitir a transcrição pelo alto grau de compactação da cromatina em 

espermatozoides, o que torna essas células não aptas à transcrição. 

Logo após a fecundação inicia-se uma segunda onda de reprogramação 

epigenética nos pró-núcleos masculino e feminino (Reik, Dean et al., 2001), sendo 

que embriões em estágios iniciais de desenvolvimento [estágio de blastocisto em 

camundongos (Santos, Hendrich et al., 2002) e 8-16 células em bovinos (Maalouf, 

Alberio et al., 2008)] apresentam níveis basais de metilação. Essa reprogramação 

acontece de maneira global no genoma, porém o momento exato no qual isso 

ocorre pode variar entre os genes (Morgan, Santos et al., 2005). Para a DMR 1, os 

resultados apresentados neste estudo mostraram que já existe um padrão 

desmetilado em embriões no estágio de 8-16 células, o qual persiste pelo menos 

até blastocisto expandido, tanto nas células da massa celular interna quanto do 

trofoectoderma (Figuras 8, 9 e 14; Tabela 6). Esse resultado está parcialmente de 

acordo com a literatura que descreve um processo de desmetilação global do 

genoma nos dois pró-núcleos iniciando-se logo após a fecundação em mamíferos 

(Dean, Santos et al., 2001; Reik, Dean et al., 2001; Zhang, Chen et al., 2016). No 

estágio de 8-células, os embriões caracterizam-se por um padrão global bastante 

desmetilados em bovinos, sendo que logo em seguida, no estágio de 16 células, os 

embriões já começam a remetilação global do genoma (Maalouf, Alberio et al., 

2008). Os resultados apresentados neste estudo mostraram, entretanto, que 

ambos os genomas materno e paterno apresentam-se desmetilados para a região 

DMR 1, tanto em embriões de 8-16 células quanto nos estágios de mórula e 

blastocisto expandido. Como não foi avaliado o padrão de metilação de embriões 

em estágios mais avançados que blastocisto expandido, não se pode afirmar se e 

quando começa a ocorrer o processo de metilação de novo para essa região. 

Se o perfil de metilação da DMR 1 ter alguma associação com a transcrição 

do XIST, o que não foi testado nesse estudo, a simples mudança do padrão de 

metilação de ovócito MII para embriões a partir do estágio de 8-16 células (Figuras 

8 e 9) pode sugerir que, em algum nível, pelo menos algum evento relacionado à 

ICX já está ocorrendo a partir do estágio embrionário de 8-16 células em bovinos. 

Estudos anteriores mostraram que a expressão de XIST antecede o início da 

inativação do cromossomo X em camundongos (Brown e Willard, 1994; Penny, Kay 

et al., 1996), sendo que em bovinos a ICX é concluída em blastocistos iniciais em 
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alguns embriões e no estágio de blastocisto elongado (dias 14 e 15 de 

desenvolvimento) em todos os embriões fêmeas (De La Fuente, Hahnel et al., 

1999). Assim, um padrão desmetilado dessa região nos estágios embrionários mais 

precoces de desenvolvimento, como encontrado neste estudo, pode estar 

relacionado ao início da expressão de XIST já em blastocistos. Isto está de acordo 

com dados anteriores deste mesmo laboratório para expressão gênica, onde foi 

detectada a presença de transcritos sense no locus XIST (Figura 21), muito 

provavelmente RNA XIST, em blastocistos. 

O padrão de metilação para Rep A em embriões diverge em alguns aspectos 

daqueles encontrados para a DMR 1. Essa região permanece hipermetilada até o 

estágio de mórula, diferentemente da DMR 1 que já no estágio de 8-16 células se 

encontra desmetilada (Figura 14). Além disso, um aspecto que chama atenção, pois 

difere do que está relativamente consolidado na literatura que mostra uma onda de 

desmetilação global e ativa do pró-núcleo masculino (Macdonald e Mann, 2014), é 

que essa região Rep A ganhou metilação no pró-núcleo masculino na 

embriogênese inicial (Figura 14). Em seguida, um processo de desmetilação ocorre 

até o estágio de blastocisto, tanto nas células da massa celular interna quanto no 

trofoectoderma. Portanto, pelo que é de conhecimento geral, essa dinâmica 

diferente da reprogramação da metilação para essa região específica mostrada 

aqui, é um resultado inédito para embriões bovinos produzidos in vitro. Tomando-

se os resultados dos padrões de metilação para a DMR 1 e para Rep A como um 

todo e observando as diferenças consideráveis nesses padrões, especialmente 

durante a maturação in vitro e a dinâmica de desmetilação pós-fecundação (Figura 

14), sugerimos que estas duas regiões possam estar controlando diferentes 

transcritos, assim como ocorre para camundongos (Zhao, Sun et al., 2008). 

Considerando que as duas regiões para as quais avaliamos o padrão de 

metilação do DNA, DMR 1 e Rep A, se apresentaram totalmente desmetiladas nas 

células do trofoectoderma (Figura 14), sugere-se que estas regiões não são 

responsáveis pela marca imprinted para o XIST na placenta, pois se sim, um padrão 

próximo de 50% de metilação seria esperado. Uma gDMR controlando a 

característica imprinted do gene XIST já foi observada em gametas (Zuccotti e 

Monk, 1995), embriões em estágios pré-implantacionais (Huynh e Lee, 2003; 

Okamoto, Otte et al., 2004) e nas células do trofoectoderma de camundongos 
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(Takagi e Sasaki, 1975; Heard e Disteche, 2006). Porém, em humanos e coelhos, 

foi observado um caráter não imprinted desse gene (Okamoto, Patrat et al., 2011). 

Em bovinos, um controle imprinted para o XIST ainda é bastante discutível. 

Trabalhos recentes discordam do caráter imprinted de XIST, sendo um relatando 

que seu controle é não imprinted, sem, contudo, elucidar a origem dessa 

informação (Kaneda, Watanabe et al., 2017), enquanto outros trabalhos 

caracterizaram o gene XIST como “supostamente imprinted” (Driver, Huang et al., 

2013; Chen, Zhang et al., 2016), paternalmente imprinted (Ruddock, Wilson et al., 

2004) ou maternalmente imprinted (Dindot, Kent et al., 2004). Esses resultados 

sugerem que talvez o padrão imprinted nos tecidos extraembrionários observado 

em camundongos (Takagi e Sasaki, 1975) esteja sim preservado em bovinos, como 

sugere (Dindot, Kent et al., 2004), mas que a iDMR responsável por esse controle 

imprinted do XIST em bovinos esteja em outra região do locus XIST que não as 

avaliadas aqui neste estudo ou mesmo fora dele ou ainda que a marca imprinted 

de XIST em bovinos esteja nas histonas, tal como ocorre em camundongos (Inoue, 

Jiang et al., 2017). 

Já para os padrões de metilação para o alantocórion de fêmeas, a DMR 1 

mostrou-se bastante metilada para os dois animais. Considerando-se o caráter 

imprinted da ICX em placentas bovinas observado em trabalhos anteriores (Xue, 

Tian et al., 2002; Dindot, Kent et al., 2004), e supondo que essa região analisada 

aqui faça parte do controle da expressão de XIST, esperava-se um padrão de 

metilação nessa região próximo de 50% (Reik e Walter, 2001; Kim, Bretz et al., 

2015), como foi demonstrado para o padrão de metilação dessa DMR em 

fibroblastos bovinos (Liu, Yin et al., 2008). No entanto, alguns tecidos somáticos 

podem perder o controle imprinted para alguns genes, como já foi demonstrado em 

células do cumulus bovinas para o gene IGF2 (Franco, Fagundes et al., 2014), em 

tecidos somáticos que não o sistema nervoso central em humanos para o gene 

Growth Factor Receptor-Bound Protein 10 (GRB10) (Blagitko, Mergenthaler et al., 

2000) e em células embrionárias humanas para os genes IGF2, PEG1/MEST 

(Paternally Expressed Gene 1/Mesoderm-Specific Transcript), H19 e NNAT 

(Neuronatin) (Nye, Hoyo et al., 2015), sugerindo que o padrão imprinted é 

estabelecido de uma maneira tecido/célula-específico (Imamura, Kerjean et al., 

2005; Prickett e Oakey, 2012). A literatura corrobora os resultados aqui 
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apresentados ao não mostrar evidências de um controle imprinted em bovinos por 

parte dessa DMR 1 nas células do trofoectoderma, as quais são precursoras de 

tecidos placentários (Min, Park et al., 2017). Além disso, foi mostrado que diferentes 

tecidos somáticos possuem diferentes padrões de metilação para a DMR 

correspondente em ovinos, variando entre tecidos hipermetilados (pulmão e rim) e 

hipometilado (coração) (Zhao, Zhao et al., 2011). Em bovinos, foram encontrados 

padrões hipermetilados para essa DMR em leucócitos sanguíneos periféricos 

(Kaneda, Watanabe et al., 2017) e em fibroblastos de pele (Azevedo, 2012). 

Placentas suínas apresentaram um padrão hemimetilado (30%) para uma DMR do 

gene XIST (Wang, Chen et al., 2014), enquanto as placentas bovinas apresentaram 

padrões de metilação variáveis para essa região para a subespécie Bos taurus 

taurus (35,71% a 72,73%) (Su, Yang et al., 2011), sendo que esses últimos dados 

corroboram com os resultados apresentados no presente estudo (70,92% a 

89,38%). Tomados em conjunto, o padrão de metilação para essa região é mais 

uma evidência de que a DMR 1 não é a responsável pela característica imprinted 

de XIST nos tecidos extraembrionários de bovinos, sendo o seu padrão de 

metilação estabelecido de uma maneira tecido ou espécie-específico. 

Para a região Rep A, os padrões de metilação encontrados em alantocórion 

de fêmeas foram ainda mais variáveis dos que os encontrados para a DMR 1 

(26,92% ± 11,27 e 89,24% ± 2,50) (Figuras 12 e 13; Tabela 7). Como os resultados 

também não ficaram próximos dos 50% esperados para uma região controladora 

de imprinting (Reik e Walter, 2001), sugere-se que também essa região não esteja 

envolvida em um possível controle imprinted de XIST em tecidos extraembrionários 

bovino. Já em relação às placentas de machos, tanto a região da DMR 1 quanto o 

Rep A, apresentaram-se bastante hipermetiladas (Figuras 8, 9, 12 e 13 e Tabelas 

6 e 7), sendo que esses resultados corroboram com os dados encontrados em 

suínos (Wang, Chen et al., 2014), indicando que, por se tratar de células de macho, 

há a presença de apenas um cromossomo X, e assim espera-se um padrão 

bastante hipermetilado, característico da não expressão de XIST. 

Os padrões contrastantes de metilação do DNA encontrados para 

espermatozoides e ovócitos MII para as três regiões avaliadas apresentam padrões 

de gDMR. No entanto, quando se observa os padrões de metilação para a DMR 1 

e Rep A em embriões, nota-se que estas sofreram um processo de desmetilação 
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para ambos os genomas, masculino e feminino, perdendo, portanto, a característica 

de uma DMR (Figura 14). Algumas gDMRs são resistentes ao processo de 

desmetilação global que ocorre no genoma embrionário logo após a fecundação 

(Proudhon, Duffie et al., 2012; Macdonald e Mann, 2014). Contudo, a maior parte 

das gDMRs são reprogramadas na embriogênese inicial, perdendo seu padrão de 

metilação diferencial até o estágio de blastocisto, sendo estas denominadas DMRs 

transientes (tDMRs) (Smallwood, Tomizawa et al., 2011; Proudhon, Duffie et al., 

2012; Macdonald e Mann, 2014). Portanto, as regiões estudadas aqui (DMR 1 e 

Rep A), seguiram esse padrão de tDMR. 

Assim como os padrões de metilação, a caracterização do perfil de 

expressão gênica do locus XIST nos estágios iniciais do desenvolvimento 

embrionário é importante para entender a dinâmica de expressão sense e antisense 

dessa região, a qual é essencial para a fina regulação da ICX em mamíferos. A 

literatura é bastante controversa sobre a expressão de XIST em ovócitos e 

embriões em estágios bem precoces de desenvolvimento em mamíferos. Foi 

mostrado, por exemplo, que não há expressão de XIST durante a ovogênese em 

camundongos (Mccarrey e Dilworth, 1992). Em humanos existem ainda mais 

divergências nos resultados. Enquanto um trabalho descreveu a expressão de XIST 

em embriões a partir do estágio de zigoto (Daniels, Zuccotti et al., 1997), um estudo 

mais recente, trabalhando com expressão gênica em células individuais de 

embriões, detectou XIST apenas a partir do estágio de quatro células (Briggs, 

Dominguez et al., 2015). Com relação a bovinos, embora um trabalho não tenha 

detectado expressão de XIST em ovócitos maturados in vitro (Nino-Soto, Basrur et 

al., 2007), outros trabalhos detectaram a expressão de XIST em embriões 

produzidos in vitro a partir do estágio de 1-célula (De La Fuente, Hahnel et al., 1999; 

Peippo, Farazmand et al., 2002; Wrenzycki, Lucas-Hahn et al., 2002), sendo essa 

expressão mantida nos estágios de mórula e blastocisto (Nino-Soto, Basrur et al., 

2007; Oliveira, Saraiva et al., 2013; Chen, Zhang et al., 2016). Estes resultados são 

bastante controversos, pois a detecção de RNA XIST em embriões bovinos no 

estágio de 1-célula diz respeito à herança materna (Datta, Rajput et al., 2015). 

Portanto, esse RNA deveria ser detectado em ovócitos maturados, a não ser que a 

maturação in vitro tenha afetado o perfil de expressão de XIST. Nossos resultados 

de expressão de XIST em embriões corroboram os dados da literatura, já que foi 
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detectada a expressão de XIST em todos os estágios embrionários estudados 

(Figura 20). No entanto, os resultados para ovócitos MII são discrepantes, já que 

também foi detectada a expressão de XIST em todos os ovócitos analisados (Figura 

20), discordando dos dados da literatura os quais não detectaram expressão de 

XIST (Nino-Soto, Basrur et al., 2007). Como já foi discutido anteriormente, essas 

diferenças podem ser devidas a diferenças nos protocolos de maturação in vitro ou 

uma influência do próprio sistema in vitro de maturação. Assim, é importante que 

seja avaliada também a expressão de XIST em ovócitos bovinos maturados in vivo. 

Outro aspecto a ser considerado refere-se à estrutura do gene XIST. Como 

já foi relatado, a região de transcrição do gene XIST é complexa e, pelo menos em 

camundongos, há a expressão de mais de um RNAm em uma mesma região e, 

inclusive, transcrição sense e antisense, como por exemplo XIST / Rep A e TSIX 

(Lee, Davidow et al., 1999; Zhao, Sun et al., 2008)). Em todos os trabalhos citados 

anteriormente, em que a expressão de XIST foi analisada em ovócitos e embriões, 

utilizou-se a síntese de cDNA a partir de primers oligo(dT) ou randômicos, os quais 

se anelam em vários RNAm presentes nas células (Ross, Aviv et al., 1972) e não 

discriminam transcritos produzidos a partir das fitas sense e antisense do DNA. A 

própria metodologia que utilizamos para esse experimento específico de avaliação 

da expressão de XIST em células individuais não faz essa discriminação, 

diferentemente da estratégia que utilizamos para o experimento de SS-RT-PCR 

(Figura 5), no qual foi possível a discriminação entre transcritos produzidos a partir 

das duas fitas do DNA. Portanto, o que se pode afirmar com relação a esses 

resultados de expressão em células individuais é que há a presença de transcritos 

produzidos ao longo dessa região do último éxon do gene XIST em bovinos, tanto 

transcritos de origem materna (detecção em ovócitos até embriões de 8-16-células) 

quanto de expressão do próprio embrião (detecção em estágio de mórula). 

Diversos casos de transcrição sense e antisense num mesmo locus gênico 

em mamíferos já foram relatados na literatura. A transcrição antisense é 

frequentemente associada com a ativação ou repressão de genes relacionados ao 

desenvolvimento, imprinting genômico e mutações genéticas associadas a 

doenças humanas (Katayama, Tomaru et al., 2005; Okada, Tashiro et al., 2008; 

Faghihi e Wahlestedt, 2009), sendo bastante comum em locus de lncRNAs, 

modulando, através de diversos mecanismos in cis, a transcrição sense do mesmo 
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locus (Pelechano e Steinmetz, 2013). Em camundongos, o principal transcrito 

antisense do gene XIST é o TSIX, um modulador negativo de XIST (Lee, Davidow 

et al., 1999). Existem, no entanto, estudos mais recentes que mostram a presença 

do gene XistAR também na espécie murina, sendo este, ao contrário de TSIX, um 

potente ativador de XIST (Sarkar, Gayen et al., 2015). Portanto, até o momento já 

foram descritos em camundongos, além do próprio XIST, os transcritos sense Rep 

A (Zhao, Sun et al., 2008) e antisenses TSIX (Lee, Davidow et al., 1999) e XistAR 

(Sarkar, Gayen et al., 2015). 

As evidências da presença de transcritos antisense em bovinos são poucas 

e incertas. Até este trabalho, acreditava-se que TSIX seria um exemplo de gene 

degenerado em bovinos, cuja estrutura e função haviam se perdido ao longo da 

evolução dos mamíferos (Chureau, Prissette et al., 2002; Dindot, Kent et al., 2004). 

Em meados da década passada, foi detectada a expressão de um transcrito 

antisense de XIST em gônadas e tecidos somáticos de bovinos, sugerindo a 

presença de um RNA funcional antisense de XIST em bovinos (Farazmand, Basrur 

et al., 2004). Embora os resultados encontrados nesse último trabalho tenham sido 

de grande contribuição ao constatar a presença de um transcrito antisense de XIST, 

o fato da amplificação ter ocorrido exclusivamente no éxon 1 de XIST deixa incerto 

o fato do gene estar degenerado, já que foi avaliada a expressão antisense em 

apenas uma região do gene. Os resultados aqui apresentados são inéditos ao 

mostrar a presença de um ou mais transcritos antisense em bovinos produzidos a 

partir do primeiro e do último éxons de XIST, tanto em testículo quanto em embriões 

fêmeas. Como a identidade do transcrito foi confirmada por sequenciamento 

(Figura 22), sugere-se que pode se tratar do próprio gene TSIX (sendo, portanto 

transcrito ao longo de todo o gene XIST) ou outro(s) RNA(s) antisense ainda não 

caracterizado(s), necessitando, contudo, estudos mais aprofundados na estrutura 

gênica e no padrão de expressão para a comprovação. 

Concomitantemente à presença do transcrito antisense, um RNA sense foi 

também detectado nesses embriões fêmeas, sugerindo a presença de XIST e/ou 

outros transcritos sense, como Rep A, já que este último produz um RNA sense na 

mesma região de XIST em camundongos (Zhao, Sun et al., 2008). Como já 

discutido anteriormente, alguns trabalhos também detectaram expressão de XIST 

em embriões bovinos (Nino-Soto, Basrur et al., 2007; Oliveira, Saraiva et al., 2013; 
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Chen, Zhang et al., 2016). A literatura é categórica ao afirmar que a transcrição 

desse gene ocorre exclusivamente no cromossomo X das células femininas, 

estando reprimido nas células de indivíduos machos (Kaneda, Takahashi et al., 

2017). Entretanto, a detecção do transcrito sense em tecido testicular é um 

resultado que contradiz outros estudos, sugerindo que a transcrição de XIST em 

bovinos machos pode estar ocorrendo de uma maneira tecido-específica (sendo, 

portanto, expresso em tecido testicular e talvez não sendo expresso em outros 

tecidos) ou que algum outro transcrito sense é produzido nessa região. 

Conhecer o perfil dos transcritos do locus XIST é importante para uma 

primeira caracterização do padrão de expressão dos genes que se localizam nessa 

região durante o desenvolvimento inicial in vitro em bovinos. Entretanto, muitas 

análises ainda devem ser feitas a fim de melhor caracterizar os fatores envolvidos 

na ICX durante essa ‘janela’ de desenvolvimento, especialmente a caracterização 

dos transcritos sense e antisense que foram detectados no presente estudo. 

Independentemente das identidades dos transcritos, é possível que essa 

complexidade de expressão no locus XIST, com transcrição sense e antisense, seja 

uma evidência da sofisticada regulação do processo de ICX em mamíferos. 

As informações obtidas ao longo desse estudo contribuirão para uma melhor 

compreensão dos mecanismos epigenéticos relacionados à iniciação do processo 

de ICX durante a embriogênese inicial em bovinos. Como as informações acerca 

da ICX na espécie bovina são escassas, a caracterização molecular do gene XIST 

nesta espécie é um passo inicial e importante para melhor entender os eventos 

relacionados à inativação do cromossomo X durante a embriogênese bovina, e que 

poderá contribuir para aprimorar os resultados das ARTs ao se prospectar 

marcadores moleculares para qualidade de gametas e embriões. Além disso, as 

informações geradas neste estudo podem contribuir para um melhor entendimento 

da influência dos sistemas in vitro de produção sobre os perfis epigenéticos e a 

qualidade de embriões de mamíferos. Finalmente, resultados importantes e 

inéditos foram gerados, mas a compreensão da totalidade do evento da ICX em 

Bos taurus indicus ainda exige muitos esforços. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Baseando-se nos resultados obtidos pode-se concluir que: 

 

1) Os resultados obtidos nesse estudo são inéditos ao caracterizar os 

padrões de metilação de DNA para três diferentes regiões localizadas na 

porção inicial do gene XIST em diferentes fases do desenvolvimento 

embrionário inicial in vitro em bovinos; 

2) O trabalho foi pioneiro ao caracterizar o padrão de metilação na região 

promotora do gene XIST em gametas; 

3) Os resultados obtidos neste estudo sobre os padrões de metilação da 

região Rep A como uma possível marca epigenética para regular a 

expressão de transcritos alternativos são inéditos para qualquer espécie; 

4) A DMR 1 e Rep A são tDMRs, se reprogramam em momentos diferentes 

entre si e mais tardiamente que o esperado para o início da metilação de 

novo em bovinos; 

5) A DMR 1 e Rep A não são as regiões que poderiam conferir um caráter 

imprinted ao XIST em bovinos; 

6) A metilação em Rep A muda durante a MIV. Assim, essa região torna-se 

candidata a marcador epigenético na PIVE; 

7) O genoma paterno ganhou metilação em Rep A após a FIV; 

8) O padrão de metilação em ovócitos varia muito, diferente de 

espermatozoide, sugerindo uma alta heterogeneidade da população 

dessas células (por exemplo, advindas de folículos de diferentes 

tamanhos, com diferentes competências); 

9) Há presença de transcritos, tanto de origem materna quanto de origem 

do embrião, produzidos ao longo do último éxon do XIST; 

10)  Pela primeira vez foram mostradas transcrição sense e antisense no 

início e final do locus XIST, podendo ser um ou mais transcritos 

diferentes. 
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ANEXO 1 

 

REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DE UMA PORÇÃO 5’ 

DO LOCUS XIST DE BOVINOS  

 

Bos taurus X-inactivation center region, Jpx and Xist genes  

>AJ421481.1: 115.621 a 118.030 

Dinucleotídeos CpG 
 

Primers desenhados para metilação para a região promotora 
 

Região promotora (de acordo com Dindot et al. 2004) 
 

TATAAT e ATAAAATAT: Possíveis regiões de TATA box 
 

Primers para metilação para a região Repeat A do gene XIST 
 

Repetições em tandem do Repeat A 
 

Primer TSIXP forward para expressão gênica (SS-RT-PCR) 
 

Sobreposição do primer externo reverse para metilação para a região Repeat A e 
primer TSIXP forward para expressão gênica (SS-RT-PCR) 
 

Primers para metilação para a região da DMR 1 do gene XIST (Liu et al. 2004) 
 
 
GAGGGTTCTAACCTTAATGTATTGCCCCTTCCTAGCTTCTTTGGTTCCTATG

TCTGGTGGACAAGTTATTCATTCTGACTAAATGAGGTATTTGGATAGTTTAT

TAACATATCAAAGCTCTACCCCCCTCCTTCCTCCTATTTCAAAACCAAATTA

AACTAAAACCTTTTCATTTGTTACACTGTTTGGGAGAATTTTAGCATCAGTT

ATCTAATTTGATTTACTTAACGTCCCTATTTTACAGACACGAACCCATTGAA

AACCCTTTGAAGTCATGGCTCCTGGACTAGAAATGAAGCCTACTTCCAGTAT

AATGTTCTTTTTAGTATGTTGCTATTTTCTTGAACTCTCTTTTTCTTGTTAC

TGGGTAAATTTTTGAACCGGCTAAACTACAAATATGTCTGGCTTTCAATCTT

CTAGGCCACTCCTCTTCTATTCCCTCCGCCCTCAGTCCCCTCCCTCTCACTT

CTTAAAGCGCTGCACTTTGCTGCGACCGCCATATTTCTTCTTTTCCCGAGAT

GGAAGCTTATTAATATTGGATTTCTTTGCCTGTGTGGTTCTTTCTGGAACAT

TTTCCAGACCCCAACCATGCCTTATGGCATATTTCTTGGAAAAAATTACACC

AAAAATTCATAAAATATTTTTAAAAACCTGAACTTTCTTCTAGTATTTTCTT

GACACCTTCTCAGTATTTTACAGATACTTGGGGATATTTTTAGGCAATTTTC

CATTTTAAAGGACGTTTTCTTTGGAATGATTTTTGGTTGCCTCCTCTGGGTT

TTTTGTGGTTTCTTTTTCTTTTTCTCCTCCTTTTCTATATTATTTGCCCAT

CGCGGCTGTGGATACCTGGTTTTAGTGTGTATATAGATAGGTAGATAGATA

TATTATTATTGTTATTATTTTTTACCCAACGGGGTCATGGATACCTGCCTT
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TTATTTTATTTTTTTTTAATTTGCCCATCGGGGCCACGGATACCTGCTTTT

AATTTTTTTTTTCCCCCTTAGCCCATCGGGGCCTCGGATACCTGCTGTGTA

CCCCCTCTCTCCCTAACCTGGCCCATCGGGGCAATGGATACCTGCCTCTTT

TTTAAATGTGTTGTTTTTTTTTTTTTCCTTGCCCATCGGGGCCTCGGATAC

CTGCTTTAATTTTTTTTTTCTTGCCCATCGGGGCCTCGGATACCTGCTTTA

ATTTTTTTTCCTTGCCCATCGGGGCCGCGGATACCTGCTTAGATTTTTGTT

TTACACCACCCATCGGGGCTTTATATGGTTGGAAAAGTGTTGGGTTTTGTG

GTTCGTTGTACTATCTGGAATGTCTACAAAATTTTGCTGCTAATCGTTTGTG

TTGTGTGAGTGGACCTACGGCTTTGGCTGGGAGATGACTTTGCAGTTAGGCT

AGAGGGTTGGTTAGGCTGGGGAGGAAAGATGGCGGCCACTTCAGATTTGCCG

CCCAGCTTGGCTGAGGGGTAACTGTGCTAAGTATCACTAGGAAGGTAAGATG

AATAATGCGACAGGCAAAGGAAATGGTATGCATTGCATGAGTTAAATGTTTT

GAATAAGCTGACTTGGATCATGTTAGGAGCTTGGCATGAATTGTGGTATCAT

GAGGTGGGAAAACATAGGATCATCCTATGTCATATTACAAGGGTCTAATGGA

AAATGAGCGGGAGAAGAATTAGGCGCAGTGTTCAAAATGGCGATTTTGACCT

TGCAGCATTGCTTAGCATGGCTCTCTGCTTTGTTAGAGTGTTCAAAATGGCG

GATCCATTTTGCCGCAGTGTTCCAATGGCGGGAAGCCACATCATGGGTGTCT

TTGTTCTAGTGTGCAGCATGGCGGTAGAAATATTCTGTTACATAGTAAAAGA

TGGCCGCTTAAGTACTTGCCGCAGTCTAAAACATGGCGGGCTTTTGTCTCTG

CCGTGTGCATTTCCTGATAGGTTTTGCTGCAGGGACAATATGGCTGACCTTG

TCATGTGGATATCATGGCAGTTTGTCACGTGGATATCGTGGCAGGGGTGTTT

GACCGTTACATTCTTGGCGGGCTTTGCATCAGGAGGGCCTGCCGCATTGTTA

AAGATGGCGTGCTTTGCCGCGGACAAAGTGAAAGGAGGGATTGGCAATGTTA

GATTGCCGCGTGTCCCACCCAATCAGAAAGGGTGGTAGAATCGGTCACAGCC

AGTTAGTGGAGGATGGAATTAGATGAGTTAGCATAGCACCTCGCTACCGTCT

CTATTCAGCCAGTCAGGATTGGCCACATTTGTACTAATCTCAGTGGGTGGTA

CCAAAGTCTTTCCAAGGACATTTGGCCTTTCCACCTCCTCCCTCCCCTCTCA

CTGGCTCCCTCCCCTCCCTCATTGCCACTTGCAGTGCTGGATATTAGGTTGT

GCAGGCAGAACCTCACGCCATTCCTCT  
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ANEXO 2 

 

EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO DE ESPERMATOZOIDE 
 

SALTING OUT 
 

1. Lavar o sêmen 2 vezes com 1 mL de PBS e centrifugar a 13.000 rpm por 30 
seg; 

2. Ressuspender os espermatozoides em 300 µL de solução de lise de 
espermatozoides e incubar overnight a 55°C; 

3. Adicionar 200 µL de solução de precipitação de proteína e levar o tubo ao 
vórtex por 30 segundos; 

4. Incubar no gelo por 5 minutos e centrifugar o tubo por 8 minutos a 13.000 
rpm, 4°C; 

5. Transferir o sobrenadante (SN) para um tubo novo; 
6. Adicionar 600 µL de isopropanol gelado ao SN do item anterior e inverter o 

tubo mais que 10 vezes; 
7.  Incubar no freezer (-20°C) por no mínimo 1 hora ou deixar preferencialmente 

overnight (ON). Se tiver que parar a extração parar nesta etapa; 
8.  Centrifugar os tubos por 30 minutos a 13.000 rpm, 4°C; 
9.  Descartar o sobrenadante e acrescentar 1.200 µL de etanol 70%; 
10.  Centrifugar o tubo por 10 minutos a 13.000 rpm e descartar o etanol 

invertendo o tubo; 
11.  Centrifugar por 30 segundos para retirar o que restou do etanol com o 

auxílio de uma pipeta e deixar o tubo com o pellet secar por 
aproximadamente 10 minutos; 

12.  Reidratar o pellet com 100 µL de TE, deixá-lo no banho-maria a 55°C por 1 
hora, homogeneizando o tubo nos primeiros 15 minutos. Retirar quando o 
pellet estiver dissolvido completamente; 

13.  Estocar no freezer a -20°C. 
 

• Tampão de Lise: 50 mM de Tris pH 7,8 
              5 mM de EDTA 
              100 mM de NaCl 
              2% de SDS 

0,3% β-Mercaptoetanol (β-ME) 
5 mM DTT 
0,5mg/mL Proteinase K (PTNaseK) 
(β-ME, DTT e PTNaseK adicionados no momento de usar) 

 
• Precipitação de proteínas: 6 M de NaCl 

   
• TE: 10 mM de Tris pH 7,5  

       1 mM de EDTA  
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ANEXO 3 

 

LISE DE OVÓCITOS PARA ACESSO AO DNA GENÔMICO 
 

1. Retirar amostras do freezer e descongelar em gelo; 
2. Spin nos tubos para decantar o material; 
3. Juntar todos os ovócitos em um tubo só, de 0,2 mL com ponteira P10; 

a. Juntar no tubo que tiver o maior volume. 
4. Dar um spin (6000 g / 15 min) no pool e retirar o excesso de PBS para ficar 

apenas 22,5 µL; 
a. Comparar com 22,5 µL pipetados em outro tubo como referência 

apenas para conferir; 
5. Lavar todos os tubos com os mesmos 22,5 µL de Pronase “E” (20 mg/mL) 

e adicionar esse volume de Pronase no pool final de ovócitos 
(concentração final de 10 mg/mL); 

a. Homogeneizar com pipetagem; 
b. Volume final de 45 µL; 

6. Acrescentar uma gota de óleo mineral em cada uma das amostras; 
7. Incubar em termociclador a 37°C / 30 min.; 
8. Incubar em termociclador a 85°C / 15 min. Para a inativação da enzima; 
9. Em seguida, choque térmico: congelamento em nitrogênio líquido e 

imediatamente em termociclador a 95°C / 1 min. 
a. Repetir essa passo por 5 vezes. 

10. Retirar o óleo mineral da amostra com uma pipeta. 
11. Armazenamento a -20°C para posterior tratamento com bissulfito de sódio. 
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ANEXO 4 

 
EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO DE PLACENTA 

 
QIAamp DNA Mini and Blood Kit (Qiagen) 

 
Antes de começar: 

a. Todas as centrifugações devem ser realizadas em temperatura 
ambiente (15-25°C); 

b. Equilibrar as amostras a temperatura ambiente; 
c. Aquecer 2 banhos-marias ou banhos secos: um a 56°C e outro 

a 70°C; 
d. Equilibrar Buffer AE ou água destilada a temperatura ambiente; 
e. Assegurar que os Buffers AW1, AW2 e QUIAGEN Protease 

foram preparados de acordo com as instruções; 
f. Se um precipitado for formado nos Buffers ATL ou AL, dissolvê-

los incubando a 56°C. 
 

1. Retirar a amostra de tecido ou removê-lo do estoque;  
a. Utilizar 50 mg de tecido pelas possíveis perdas que acontecerão 

devido ao processo com o nitrogênio líquido. 
2. Colocar o tecido em nitrogênio líquido num pilão (cadin) e macerar 

completamente. 
3. Colocar o tecido moído e o nitrogênio líquido em um microtubo de centrífuga 

de 1,5 mL; esperar o nitrogênio evaporar, mas não permitir que o tecido 
descongele. 

4. Adicionar 180 µL de Buffer ATL. 
5. Pipetar 20 µL de proteinase K e misturar no vórtex. 
6. Incubar as amostras a 56°C até os tecidos lisarem completamente. 

a. Vortexar ocasionalmente durante a incubação para a dispersão do 
material. 

7. Centrifugar os microtubos brevemente para remover gotículas do lado 
interno da tampa. 

8. Adicionar 200 µL de Buffer AL na amostra. 
9. Misturar vigorosamente no vórtex por 15 seg. 
10. Incubar as amostras a 70°C por 10 min. 
11. Centrifugar os microtubos brevemente para remover gotículas do lado 

interno da tampa. 
12. Adicionar 200 µL de etanol puro (96-100%). 
13. Misturar vigorosamente no vórtex por 15 seg. 
14. Centrifugar os microtubos brevemente para remover gotículas do lado 

interno da tampa. 
15. Aplicar cuidadosamente a mistura (inclusive o precipitado) em uma coluna 

QIAamp Mini spin colocada em um tubo coletor de 2 mL. 
16. Centrifugar a 6000 g (8000 rpm) por 1 minuto. 
17. Descartar o filtrado e o tubo coletor. 
18. Colocar a minicoluna em um novo tubo coletor de 2 mL. 
19. Adicionar cuidadosamente 500 µL de Buffer AW1. 
20. Centrifugar a 6000 g (8000 rpm) por 1 minuto. 
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21. Descartar o filtrado e o tubo coletor. 
22. Colocar a minicoluna em um novo tubo coletor de 2 mL. 
23. Adicionar cuidadosamente 500 µL de Buffer AW2. 
24. Centrifugar a 20000 g (14000 rpm) por 3 minuto. 
25. Descartar o filtrado e o tubo coletor. 
26. Transferir a minicoluna para um novo microtubo de centrífuga. 
27. Centrifugar a 20000 g (14000 rpm) por 1 minuto. 
28. Descartar o filtrado e o tubo coletor. 
29. Transferir a minicoluna para um novo microtubo de centrífuga (1,5 mL). 
30. Cuidadosamente eluir o DNA adicionando 200 µL de Buffer AE ou água 

destilada no centro da membrana da minicoluna. 
31. Incubar por 5 minuto em temperatura ambiente (15-25°C). 
32. Centrifugar 6000 g (8000 rpm) por 1 minuto.  
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ANEXO 5 

 

TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SÓDIO 
 

EZ DNA METHYLATION-LIGHTNING KIT (ZYMO RESEARCH) 
 
Quantidade de DNA: amostras contendo 100 pg – 2 µg de DNA. Quantidade ótima 
de 200 – 500 ng de DNA. 

 
1. Preparar 20 µL da amostra em um tubo de PCR de 0,5 mL (se a amostra 

tiver um volume menor que 20 µL, completar com água Milli-Q). 
2. Adicionar 130 µL de Lightning Conversion Reagent na amostra de DNA. 
3. Misturar gentilmente e centrifugar rapidamente (spin) para evitar gotas na 

tampa ou nas paredes do tubo. 
4. Coloque o tubo com a amostra no termociclador e proceder o seguinte 

programa: 
- 98°C por 8 min.; 
- 54°C por 60 min; 
- 4°C por até 20 horas (opcional) 

5. Adicionar 600 µL de M-Binding Buffer na coluna Zymo-Spin IC e colocar a 
coluna em um tudo coletor. 

6. Colocar a amostra (do passo 4) na coluna contendo o M-Binding Buffer. 
7. Fechar a tampa e misturar invertendo várias vezes. 
8. Centrifugar em velocidade máxima (≥ 10.000 g) por 30 seg. Descartar o 

eluído do tubo coletor. 
9. Adicionar 100 µL de M-Wash Buffer na coluna. 
10. Centrifugar em velocidade máxima por 30 seg. Descartar o eluído. 
11. Adicionar 200 µL de L-Desulphonation Buffer na coluna. 
12. Deixar agir em temperatura ambiente (20-30°C) por 20 min. 
13. Centrifugar em velocidade máxima por 30 seg. 
14. Adicionar 200 µL de M-Wash Buffer na coluna. 
15. Centrifugar em velocidade máxima por 30 seg. 
16. Repetir passos 14 e 15. 
17. Colocar a coluna em um tubo de 1,5 mL identificado. 
18. Adicionar 10 µL de M-Elution Buffer diretamente na matriz da membrana. 
19. Centrifugar em velocidade máxima por 30 seg. para eluir o DNA. 
20. Armazenar a -20°C (utilização rápida) ou -80°C (estocagem por longo 

período). 
OBS.: Recomendação para PCR: 1-4 µL de DNA tratado. 
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ANEXO 6 
 

PURIFICAÇÃO DE DNA EM GEL DE AGAROSE 
 

WIZARD SV GEL AND PCR CLEAN-UP SYSTEM KIT (PROMEGA) 
 

1. Adicionar Membrane Binding Solution no tubo de 1,5 mL contendo as bandas 
do gel. 

2. 10 µL de solução para cada 10 mg de gel. 
3. Vortexar e incubar entre 50 e 65°C em banho-maria até as bandas ficarem 

completamente dissolvidas. 
4. Misturar de vez em quando para ajudar a dissolver. 
5. Inserir a minicoluna no tubo coletor. 
6. Transferir o gel dissolvido para a minicoluna e incubar a temperatura 

ambiente por 1 min. 
7. Centrifugar a 16.000 g por 1 min., descartar o eluído e reinserir a minicoluna 

no tubo coletor. 
8. Adicionar 700 µL de Membrane Wash Solution (que está na geladeira). 
9. Centrifugar a 16.000 g por 1 min. e descartar o eluído. 
10. Adicionar 500 µL de Membrane Wash Solution. 
11. Centrifugar a 16.000 g por 5 min. 
12. Esvaziar o tubo coletor e centrifugar a minicoluna a 16.000 g por 1 min. com 

a tampa da centrifuga aberta, para evaporar qualquer resíduo de etanol. 
13. Cuidadosamente transferir a minicoluna para um tubo de 1,5 mL novo. 
14. Adicionar entre 20 e 30 µL (depende do tamanho da banda no gel e da 

quantidade de bandas utilizadas) de Nuclease- free Water na minicoluna. 
15. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 
16. Centrifugar a 16.000 g por 1 min. 
17. Descartar a minicoluna. 
18. Quantificar no nanodrop. 
19. Estocar o DNA a -20°C. 
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ANEXO 7 
 

LIGAÇÃO DE PRODUTOS DE PCR EM VETOR TOPO E TRANSFORMAÇÃO 
EM CÉLULAS DH5α 

 
TOPO® TA CLONING® KIT WITH PCRII® (INVITROGEN) 

 
1. Diluir os produtos de PCR purificados utilizando a ferrramenta “Ligation 

Calculator in silico”, disponível em http://www.insilico.uni-
duesseldorf.de/Lig_Input.html”; 

2. Preparar tubos para ligação: 
 

Reagente Volume (µL) 
Produto da PCR / Purificação 1 (diluído) 

Solução de sal 1 
Água milli-Q 3 
TOPO vetor 1 

Volume final 6 µL 
 

3. Homogeneizar gentilmente. 
4. Incubar por 4 horas a temperatura ambiente. 
5. Colocar os tubos no gelo ou manter a – 20 °C. 
6. Descongelar os tubos de células competentes (DH5α) no o gelo. 
7. Adicionar 3 µL da reação de ligação no tubo contendo as células 

competentes (aproximadamente 80 µL) e homogeneizar gentilmente na 
mão. 

8. Incubar em gelo por 30 min. 
9. Dar choque térmico nas células sem agitar: 30 segundos a 42°C seguido de 

gelo imediatamente. 
10. Adicionar 150 µL de meio SOC em temperatura ambiente nas células. 
11. Agitar tubos (180 rpm no shaker) a 37°C por 1 h. 
12. Fazer mix de X-GAL (20 µL a 40 mg/mL) e IPTG (4 µL a 100 mM). 
13. Pipetar 24 µL de mix em cada placa contendo LB-Ágar com ampicilina 100 

µg/mL e e espalhar bem com uma alça de vidro bem flambada. 
14. Deixar secar por alguns minutos. 
15. Inverter e incubar em estufa a 37°C por 15 min. ou até o momento de utilizar. 
16. Pipetar as células transformadas (passo 11) em cada placa. 

a. Aproximadamente 50-70 µL em cada placa. 
17. Fechar a placa e inverter. 
18. Incubar em estufa a 37°C por 12-16 horas. 
19. Retirar as placas da estufa e incubar na geladeira por no mín. 3 horas. 
20. Retirar uma colônia de bactéria branca com um palito de madeira estéril e 

inserir o palito dentro do tubo contendo 3mL de meio LB. LB com ampicilina 
(100 µg/mL). 

21. Colocar sob agitação no shaker a 250 rpm a 37°C por até 16 horas. 
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ANEXO 8 

 

MINI PREPARAÇÃO DE PLASMÍDEO 
 

QIAPREP SPIN MINIPREP KIT (QIAGEN) 
 

Cuidados antes de começar: 
a) Adicionar LyseBlue no Buffer P1 na proporção de 1:1000 (opcional); 
b) Adicionar a RNAseA fornecida pelo kit no Buffer P1, misturar e estocar 

entre 2-8°C; 
c) Adicionar etanol (96-100%) no Buffer PE (atenção para volume); 
d) Centrifugações a 13.000 rpm. 
 

1. Centrifugar 1,5 mL de meio com bactérias cultivadas overnight por 3 min. 
2. Ressuspender o pellet de bactérias em 250 µL de Buffer P1. 

a. Misturar vigorosamente para evitar qualquer traço de material celular. 
3. Adicionar 250 µL de Buffer P2 e misturar totalmente invertendo os tubos 4-6 

vezes até a solução ficar clara e viscosa. 
4. Adicionar 350 µL de Buffer N3 e misturar imediatamente e totalmente 

invertendo os tubos 4-6 vezes. 
a. A solução ficará nebulosa. 
b. Se utilizar o reagente LyseBlue, a solução voltará a ficar incolor. 

5. Centrifugar por 10 minutos a 13.000 rpm (17900 g). 
6. Aplicar o sobrenadante na coluna QIAprep spin. 
7. Centrifugar por 60 seg. a 13.000 rpm (17900 g) e descartar o eluído. 
8. Lavar a coluna QIAprep spin adicionando 750 µL de Buffer PE. 
9. Centrifugar por 60 seg. a 13.000 rpm (17900 g) e descartar o eluído. 
10. Centrifugar novamente por 60 seg. a 13.000 rpm (17900 g) e descartar o 

eluído. 
11. Transferir a coluna QIAprep spin para um tubo de 1,5 mL. 
12. Adicionar 50 µL de Buffer EB no centro da coluna e deixar agir por no mínimo 

2 min. 
13. Centrifugar por 60 seg. a 13.000 rpm (17900 g). 
14. Descartar a minicoluna. 
15. Quantificar no nanodrop. 
16. Estocar o DNA a -20°C. 
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ANEXO 9 

 
ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA EM CÉLULAS INDIVIDUAIS 

 
SINGLE CELL-TO-CT™ QRT-PCR KIT (AMBION) 

 
1. Preparar o mix para lise celular para cada amostra: 9 µL de Single Cell Lysis 

Solution + 1 µL de Single Cell DNase I; 
2. Adicionar uma célula no tubo contendo 10 µL do mix de tampão de lise e 

incubar à temperatura ambiente por 5 min.; 
3. Adicionar 1 µL do Single Cell Stop Solution e incubar à temperature ambiente 

por 2 min.; 
4. Preparar o mix para a reação de transcrição reversa (RT): 3 µL de Single 

Cell VILO™ RT Mix e 1,5 µL de Single Cell SuperScript® RT; 
5. Adicionar 4,5 µL do mix RT em cada amostra e conduzir a reação de 

transcrição reversa: 25°C por 10 min; 42°C por 60 min; e 85°C por 5 min.; 
6. Fazer um pool de TaqMan® Gene Expression Assays para os alvos de 

interesse, diluindo os ensaios em água nuclease free para uma 
concentração final de 0,2X para cada ensaio; 

7. Preparar o mix para a reação de pré-amplificação: 5 µL de Single Cell 

PreAmp Mix e 6 µL de 2  pooled TaqMan® Gene Expression Assays; 
8. Adicionar 11 µL do mix de pré-amplificação em cada amostra e conduzir a 

reação: 95°C por 10 min; 14 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 4 min.; e 
99°C por 10 min.; 

9. Preparar uma diluição de todas as amostas pré-amplificadas usando água 
nuclease free (1:10); 

10. Preparar a reação para a PCR: 12,5 µL de 2X TaqMan Master Mix, 1,25 µL 
de TaqMan® Gene Expression Assay, 1,25 µL de água nuclease free e 10 
µL de produto pré-amplificado diluído (1:10); 

11. Conduzir a PCR em tempo real: 50°C por 2 min.; 95°C por 10 min; 45 ciclos 
de 95°C por 5 seg e 60°C por 1 min. 
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ANEXO 10 

 
EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DE OVÓCITOS, CÉLULAS DO CUMULUS E 

EMBRIÕES 
 

RNeasy® Plus Micro Kit (QIAGEN) 
  
Extração de RNA de pequenas amostras 

O material a ser submetido a extração de RNA deverá estar armazenado a -
80°C, -20°C ou Nitrogênio líquido), em RNAlater (um mínimo de volume possível). 

Transferir todo o conteúdo dos microtubos onde estão acondicionados 
individualmente os ovócitos, cumulus ou embriões para um único microtubo, para 
formação de pools. Para isso: 

 Spin 10 segundos nos microtubos com as amostras, na rotação máxima da 
centrífuga, para  possibilitar que a amostra vá para o fundo do tubo 

 Retirar os microtubos da centrífuga e colocar em uma rack, no gelo; 
 Transferir o conteúdo de todos os microtubos que se deseja fazer um pool 

para um único microtubo; 
 Lavar os microtubos com 7 µL de RNAlater ou solução de lise (passando o 

mesmo volume em todos os tubos) e em seguida depositá-lo no tubo 
contendo as amostras. 

 
Todo o procedimento de bancada deve ser realizado em temperatura 

ambiente (20-25 °C). Não refrigerar a centrífuga a menos de 20°C. 
 

1. Centrifugar o microtubo com a amostra a 6.250 rpm por 2 minutos. 
2. Retirar o sobrenadante, deixando o menor volume possível. 
3. Adicionar 75 µL de Buffer RLT Plus (amostras < 100.000 células). 

a. Fazer o mais rápido possível, para evitar degradação; 
b. Pipetar pelo menos 10 vezes, delicadamente, para soltar o pellet e as 

células fazerem contato com o tampão; a dissolução incompleta do 
pellet pode levar a uma lise ineficiente. 

4. Transferir o lisado para um tubo de 1,5 mL, aferir o volume da amostra e 
ajustar o volume final para 350 µL com Buffer RLT Plus. 

5. Homogeneizar no vórtex por 1 minuto. 
6. Transferir o lisado homogeneizado para um tubo coletor (2 mL) com coluna 

gDNA eliminator (filtro, borda roxa), fornecido pelo kit. 
a. Centrifugar por 30 segundos a 10.000 rpm; 
b. Descartar a coluna e guardar o filtrado. 

7. Adicionar 1 volume de Etanol 70% ao filtrado – homogeneizar bem com a 
pipeta. 

8. Transferir o lisado homogeneizado, incluindo algum preciptado, para a 
coluna RNeasy MinElute (rosa), encaixada em outro tubo coletor (2 mL, sem 
tampa) – fechar a tampa da coluna gentilmente. 

a. Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm; 
b. Descartar o filtrado, reutilizar o tubo coletor e a coluna na etapa 9. 

9. Adicionar 700 µL de Buffer RW1 na coluna RNeasy MinElute – fechar a 
tampa da coluna gentilmente. 

a. Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm; 
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b. Descartar o filtrado, reutilizar o tubo coletor e a coluna na etapa 10. 
10. Adicionar 500 µL de Buffer RPE na coluna RNeasy MinElute – fechar a 

tampa da coluna gentilmente. 
a. Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm; 
b. Descartar o filtrado, reutilizar o tubo coletor e a coluna na etapa 11. 

11. Adicionar 500 µL de Etanol 80% na coluna RNeasy MinElute – fechar a 
tampa da coluna gentilmente. 

a. Centrifugar por 2 minutos a 10.000 rpm; 
b. Descartar o filtrado e o tubo coletor, reutilizar a coluna na etapa 12. 

12. Colocar a coluna RNeasy MinElute em um novo tubo coletor (2 mL). 
a. Abrir a tampa da coluna e colocar na centrífuga em posição favorável 

ao sentido da rotação da centrifugação; 
b. Centrifugar por 5 minutos a velocidade máxima (13.500 rpm); 
c. Descartar o filtrado e o tubo coletor, reutilizar a coluna na etapa 13. 

13. Colocar a coluna RNeasy MinElute em um tubo de 1,5 mL fornecido pelo kit. 
a. Adicionar 14 µL de água RNase free (kit), diretamente no centro da 

membrana da coluna; 
b. Centrifugar por 1 minuto a velocidade máxima (13.500 rpm); 
c. Medir (com pipetador) o volume de RNA eluído. 

14. Armazenar os microtubos com o RNA eluído a -80°C ou proceder à síntese 
de cDNA. 
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ANEXO 11 
 

EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DE TECIDOS 
 

TRIzol™ Plus RNA Purification Kit (Thermo) 
 

1. Coletar uma biópsia de aproximadamente 200 mg: 
a. Usar placa de petri estéril, apoiada sobre gelo; lâmina bisturi estéril e 

tubo 1,5 mL estéril. 
b. Pesar microtubo vazio – tarar a balança com o microtubo vazio antes 

de colocar a amostra. 
2. Maceração do tecido: 

a. Usar cadinho e pistilo. 
b. Colocar 200 mg do tecido no cadinho (ainda congelado) e macerar 

com nitrogênio líquido. 
c. Pesar a amostra macerada. Os 200 mg da amostra inicial devem 

gerar aproximadamente 100 mg finais. 
3. Homogenizar com pipetador P1000 as amostras de tecido em 1 mL de 

TRizol Reagent para cada 50-100 mg de tecido. 
a. Para homogenizar melhor e facilitar desfazer os grumos, pode-se 

cortar a ponta da ponteira P1000. 
b. Deixar a amostra bem homogênea. 

4. Incubar por 5 minutos no gelo. 
5. Adicionar 0,2 mL de clorofórmio gelado para cada 1 mL de TRizol utilziado 

na lise. 
6. Misture no vórtex por 15 segundos. 
7. Incubar no gelo por 2-3 minutos. 
8. Centrifugar as amostras por 15 minutos a 12 000 g a 4°C. 

a. A mistura irá se separar em uma fase orgânica rosa embaixo, uma 
interfase e uma fase aquosa transparente superior. 

9. Transferir 600 µL da fase superior que contém o RNA para um novo tubo. 
10. Adicionar igual volume de etanol 70% gelado. 
11. Inverter o tubo para dispersar qualquer precipitado visível que se forme após 

a adição do etanol. 
12. Transferir 600 µL da amostra para a coluna spin cartridge com tubo coletor. 
13. Centrifugar a 12.000 g por 15 segundos. 
14. Descartar o filtrado e reinserir a coluna no mesmo tubo coletor. 
15. Transferir o restante da amostra para a coluna e centrifugar a 12.000g por 

15 segundos. 
16. Descartar o filtrado e reinserir a coluna no mesmo tubo coletor. 
17. Adicionar 350 µL de Wash Buffer I na coluna contendo o RNA ligado. 
18. Centrifugar por 12.000 g por 15 segundos. 
19. Descartar o filtrado e o tubo coletor e reinserir a coluna em um novo tubo 

coletor. 
20. Adicionar 80 µL do MIX DNase (10 µL de DNase (1 U / µL) + 8 µL de Buffer 

10 X + 62 µL de água água RNase free) na membrana. 
21. Incubar em temperatura ambiente por 15 minutos. 
22. Adicionar 350 µL de Wash Buffer I na coluna. 
23. Centrifugar a 12.000 g por 15 segundos. 
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24. Descartar o filtrado e o tubo coletor, reinserir a coluna em um novo tubo 
coletor. 

25. Adicionar 500 µL de Wash Buffer II na coluna. 
26. Centrifugar a 12.000 g por 15 segundos. 
27. Descartar o filtrado e reinserir a coluna no mesmo tubo coletor. 
28. Repetir os passos 25 e 26. 
29. Centrifugar a 12.000 g por 1 minuto com a tampa da coluna aberta para 

secar a membrana. 
30. Descartar o tubo coletor e inserir a coluna em um novo tubo de 1,5 mL (não 

fornecido pelo kit). 
31. Adicionar 30-100 µL de RNase-free Water (do kit) no centro da coluna. 
32. Incubar por 1 minuto. 
33. Centrifugar a 12.000 g por 2 minutos. 
34. Descartar a coluna e estocar o RNA a -80°C. 
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ANEXO 12 
 

SÍNTESE DE cDNA para SS-RT-PCR 
 

SUPERSCRIPT III FIRST-STRAND SYNTESIS FOR RT-PCR (INVITROGEN) 
 

1. Preparar as amostras em tubo de 0,2 mL: 
 

Reagente 
(estoques) 

cDNA forward cDNA reverse cDNA oligo dT cDNA RT- 

Água 
DEPC q.s.p. 10 µL q.s.p. 10 µL q.s.p. 10 µL q.s.p. 10 µL 

10 mM 
dNTP mix 1 µL 1 µL 1 µL 1 µL 

Primer 
Oligo(dT) 

50 µM 
- - 1 µL 1 µL 

Primer 
forward 2 

µM 
1 µL - - - 

Primer 
reverse 2 

µM 
- 1 µL - - 

RNA total 

Aproximadamente 
6,7 embriões ou 

2,5 µg de RNA de 
tecido testicular 

Aproximadamente 
6,7 embriões ou 

2,5 µg de RNA de 
tecido testicular 

Aproximadamente 
6,7 embriões ou 

2,5 µg de RNA de 
tecido testicular 

Aproximadamente 
6,7 embriões ou 

2,5 µg de RNA de 
tecido testicular 

 
2. Incubar a 65°C por 5 min. (termociclador já aquecido); 
3. Colocar no gelo por no mínimo 1 minuto. 
4. Preparar mix da reação: 2 µL de 10X RT Buffer, 4 µL de MgCl2 25 mM, 2 µL 

de DTT 0,1 M e 1 µL de RNase OUT 40 U/µL; 
5. Pipetar 9 µL do mix em cada amostra; 
6. Adicionar 1 µL de SuperScript III 200 U/ µL em cada amostra, exceto no 

tubo “cDNA RT-” (substituir por água DEPC); 
7. Incubar a 50°C por 50 min e 85°C por 5 min.; 
8. Adicionar 1 µL de RNAse H em cada tubo; 
9. Incubar a 37°C por 20 min; 
10. Armazenar a -20°C. 
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ANEXO 13 
 
Valores de p referentes ao teste de Mann-Whitney para os níveis de metilação da DMR 1 do gene XIST. Foram feitas comparações múltiplas entre os 
diferentes grupos estudados (espermatozoides, ovócitos imaturos, ovócitos maturados, embriões de 8-16 células, mórula, massa celular interna – MCI – e 
trofoectoderma – TE – de blastocistos expandidos, placenta fêmea A, placenta fêmea B, placenta macho A e placenta macho B). 

* Valores considerados significativos (p < 0,05)  

 
Esperma-
tozoides 

Ovócitos 
imaturos 

Ovócitos 
maturados 

Embriões 
8-16 

células 
Mórulas 

Blastocisto 
MCI 

Blastocisto 
TE 

Placenta 
Fêmea A 

Placenta 
Fêmea B 

Placenta 
Macho A 

Placenta 
Macho B 

Espermato-
zoides 1,000           

Ovócitos 
imaturos < 0,001* 1,000          

Ovócitos 
maturados < 0,001* 0,339 1,000         

Embriões 8-
16 células 1,000 < 0,001* < 0,001* 1,000        

Mórula 1,000 < 0,001* < 0,001* 1,000 1,000       

Blastocisto 
MCI 1,000 < 0,001* < 0,001* 1,000 1,000 1,000      

Blastocisto 
TE 1,000 < 0,001* < 0,001* 1,000 1,000 1,000 1,000     

Placenta 
Fêmea A < 0,001* 0,989 0,031* < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000    

Placenta 
Fêmea B < 0,001* 0,996 0,995 < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* 0,696 1,000   

Placenta 
Macho A < 0,001* 0,783 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000 0,271 1,000  

Placenta 
Macho B < 0,001* 0,848 0,004* < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000 0,352 1,000 1,000 
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ANEXO 14 
 

Valores de p referentes ao teste de Mann-Whitney para os níveis de metilação da DMR 1 da região do Rep A do gene XIST. Foram feitas comparações 
múltiplas entre os diferentes grupos estudados (espermatozoides, ovócitos imaturos, ovócitos maturados, embriões de 8-16 células, mórula, massa celular 
interna – MCI – e trofoectoderma – TE – de blastocistos expandidos, placenta fêmea A, placenta fêmea B, placenta macho A e placenta macho B). 

* Valores considerados significativos (p < 0,05)  

 
Esperma-
tozoides 

Ovócitos 
imaturos 

Ovócitos 
maturados 

Embriões 
8-16 

células 
Mórula 

Blastocisto 
MCI 

Blastocisto 
TE 

Placenta 
Fêmea A 

Placenta 
Fêmea B 

Placenta 
Macho A 

Placenta 
Macho B 

Espermato-
zoides 1,000           

Ovócitos 
imaturos 1,000 1,000          

Ovócitos 
maturados < 0,001* < 0,001* 1,000         

Embriões 8-
16 células < 0,001* < 0,001* 0,879 1,000        

Mórula < 0,001* < 0,001* 0,114 1,000 1,000       

Blastocisto 
MCI 0,998 0,979 < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000      

Blastocisto 
TE 0,988 0,923 < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000 1,000     

Placenta 
Fêmea A 0,703 0,856 < 0,001* < 0,001* < 0,001* 0,222 0,112 1,000    

Placenta 
Fêmea B < 0,001* < 0,001* 0,751 1,000 1,000 < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000   

Placenta 
Macho A < 0,001* < 0,001* 0,636 1,000 0,999 < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000 1,000  

Placenta 
Macho B < 0,001* < 0,001* 0,289 1,000 1,000 < 0,001* < 0,001* < 0,001* 1,000 1,000 1,000 
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ANEXO 15 
 

Detecção de transcritos XIST e GAPDH em ovócitos e blastômeros individualizados de embriões bovinos fêmeas. O sinal “ ” indica a detecção 
dos transcritos de XIST e GAPDH. As letras maiúsculas indicam os diferentes ovócitos e os embriões dentro do mesmo estágio de desenvolvimento (2-
Células, 4-Células, 8-16 Células e Mórula). Letras iguais seguidas por números diferentes indicam blastômeros diferentes de um mesmo embrião. Foi 
calculado o Ct médio dos embriões individuais, tanto para o XIST quanto para o GAPDH. 
 

Ovócitos MII 

 A B C D E Ct médio 

XIST      27,805 

GAPDH      15,865 
 

2-Células 

 A1 A2 Ct médio B1 B2 Ct médio C1 C2 Ct médio D1 D2 Ct médio E1 E2 Ct médio 

XIST   26,097   27,078   27,740   25,742   28,184 

GAPDH   28,539   30,670   28,325   18,586   22,601 
 

4-Células 

 A1 A2 A3 A4 Ct médio B1 B2 B3 B4 Ct médio C1 C2 C3 C4 Ct médio D1 D2 D3 D4 Ct médio E1 E2 E3 E4 Ct médio 

XIST     28,947     26,589     27,977     26,978     26,536 

GAPDH     25.229     22,142     22,029     24,344     21,992 
 

8-16-Células 

 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 Ct médio B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Ct médio C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Ct médio 

XIST         27,847           26,981           27,479 

GAPDH         29,119           23,978           25,398 
 

Mórula 

 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 Ct médio B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 Ct médio 

XIST           30,903                        26,935 

GAPDH           28,140                        29,391 

 


