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PADRAO DE METILACAO DOS GENES IGF2 E XIST EM OVOCITOS
ORIUNDOS DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS DE VACAS NELORE (Bos

taurus indicus)

RESUMO - Com o intuito de aumentar a produtividade, visando o méaximo de
aproveitamento do material genético disponivel, varias biotecnologias
reprodutivas vém sendo desenvolvidas e utilizadas. Apesar de ovocitos obtidos
de foliculos pré-antrais ndo terem ainda competéncia para produzir embrido,
sdo uma fonte muito importante de gametas a ser utilizada na producao in vitro
de embrides. Entender a reprogramacdo epigenética que acontece nestes
ovocitos € necessario quando se vislumbra a possibilidade futura de uso de
ovocitos obtidos de foliculos pré-antrais para a producdo de embries. Neste
trabalho objetivou-se avaliar o padrdo de metilagdo numa DMR do ultimo éxon
do gene IGF2 em ovdcitos de 65-90 um e do éxon 1 do gene XIST em ovécitos
< 20 um e 65-90 um obtidos de foliculos pré-antrais. Para o IGF2, os ovocitos
de foliculos secundarios finais de 65-90 um apresentaram 31,09 = 31,01% de
metilacdo, e para o XIST, os ovocitos de foliculos primordiais £ 20 um e os
ovocitos de foliculos secundarios finais de 65-90 um apresentaram 15,17 *
32,82% e 4,6 + 3,46%, respectivamente. O IGF2 apresentou-se hipometilado e
analisando com os dados na literatura, observa-se que esta regido do gene
sofre um processo de reprogramacao epigenética durante a ovogénese. O
XIST apresentou um processo de desmetilacgdo no decorrer do
desenvolvimento do ovécito e com uma tendéncia de permanecer até a
fecundacdo. Conclui-se que estas duas regiées gendmicas estudadas sofrem

um processo de reprogramacao epigenética durante a gametogénese.

Palavras-chave: Bovino, IGF2, Metilagdo, Ovdcito, XIST
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METHYLATION PATTERN OF THE IGF2 AND XIST GENES IN OOCYTES
OBTAINED OF THE PREANTRAL FOLLICLES FROM NELLORE COWS

(Bos taurus indicus)

ABSTRACT - In order to increase productivity looking for maximum use of
genetic material available, various reproductive biotechnologies have been
developed and used. Despite the fact that the oocytes obtained from preantral
follicles have not been able to produce embryo yet, they are a very important
source of gametes to be used in vitro of embryos. It is necessary to understand
the epigenetics reprogramming that occurs in these oocytes when there is a
future possibility of use of these oocytes obtained from preantral follicles for
embryo production. This study focus on evaluating the methylation pattern in a
DMR of the last exon of IGF2 gene in oocytes of 65-90 um, and of exon 1 of the
XIST gene in oocytes < 20 um, and 65-90 um obtained from preantral follicles.
For the IGF2, the oocytes from secondary follicles ends of 65-90 um presented
31,09 + 31,01% of methylation, and for the XIST, the oocytes of primordial
follicles < 20 ym, and the oocytes of secondary follicles ends of 65-90 um
presented 15,17 + 32,82% and 4,6 + 3,46% respectively. The IGF2 was
hipomethylated and being analysed by the literature data, it is observed that this
region of the gene suffer a reprogramming process during oogenesis. The XIST
presented a demethylation process throughout the development of the oocyte
tending to remain until fertilization. In conclusion, these two genomic regions

suffers an epigenetic reprogramming process during gametegenesis.

Key words: Bovine, IGF2, Methylation, Oocytes, XIST



1. INTRODUCAO

A pecuéria de gado bovino é a mais difundida no Brasil devido a privilégios
naturais e a grande utilidade que representa ao homem. O aproveitamento do gado
bovino ndo se restringe ao mero consumo de sua carne e leite, mas também, seus
derivados abastecendo segmentos industriais diferentes como, industria téxtil,
calcadista, de cosméticos, farmacéutica, quimica e alimenticia. O Brasil é o segundo
maior produtor e 0 maior exportador de carne bovina, representando este segmento
a maior fatia do agronegocio brasileiro (Associacdo Brasileira das Indastrias
Exportadoras de Carne, ABIEC, 2009).

No entanto, um mercado cada vez mais exigente por proteina animal, devido
principalmente ao constante aumento populacional, nos desafia a aumentar a
producdo de alimentos sem abrir novas fronteiras agricolas. Para isso, é necessario
intensificar a produtividade por area utilizada sem afetar o meio ambiente. Entéo,
com o intuito de aumentar a eficiéncia reprodutiva visando o maximo de
aproveitamento do material genético disponivel para obtencdo do maior nimero de
descendentes, maximizando assim a producdo de animais em um periodo mais
curto de tempo, varias biotecnicas aplicadas a reproducdo animal vém sendo
desenvolvidas e utilizadas.

Biotécnicas como inseminacao artificial (IA), producdo in vitro de embrides
(PIVE) e transferéncia de embriées (TE) vem sendo utilizadas com sucesso, e outras
biotécnicas estdo em fase de desenvolvimento e aprimoramento como a clonagem,
transgenia e a manipulacdo de ovécitos inclusos em foliculos pré-antrais
(MOIFOPA). Esta ultima vem sendo objeto de intensas pesquisas tanto na utilizacéo
dos foliculos pré-antrais para a producdo in vitro de embribes quanto para a
criopreservagao.

Ovacitos bovinos oriundos de foliculos antrais menores que 6 mm (CAIXETA
et al., 2009; FAGUNDES et al., 2011) sdo menos competentes e ovocitos obtidos de
foliculos pré-antrais ndo tém competéncia para a producdo de embribes. Mas,
apesar de ainda ndo serem competentes, 0s ovocitos inclusos em foliculos pré-
antrais sdo uma fonte muito importante de gametas a ser utilizada para a producao

in vitro de embrides. Entdo, para a maximizacdo deste potencial reprodutivo,



especialmente em vacas, € importante investigar e compreender 0s eventos
epigenéticos pelos quais passam 0s gametas para estarem aptos a fecundacédo e
formagéo de um embrido viavel (REIK, WALTER, 2001a; ALLEGRUCCI et al., 2005;
MORGAN et al., 2005).

Portanto, quanto melhor conhecermos e entendermos a reprogramacao
epigenética e toda a regulacdo génica que acontece durante a ovogénese e
foliculgénese, maior serd nossa capacidade de desenvolver melhores sistemas de
producdo de embrides viabilizando cada vez mais as biotécnicas de reproducao
assistida.

Neste estudo foram eleitos dois genes, o IGF2 e o XIST, para andlise do perfil
epigenético em ovaocitos obtidos de foliculos pré-antrais de vacas. A hipétese deste
trabalho € que o padrdo de metilacdo no DNA difere em ovdcitos oriundos de

diferentes estagios de desenvolvimento do foliculo pré-antral.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovogénese e foliculogénese

O processo da formacgdo do ovdcito de mamiferos se inicia durante a vida
fetal (FAIR, 2003) quando as células germinativas primordiais (CGP), que estdo
localizadas na parede do saco vitelinico, migram para o0 mesénquima da crista
genital e colonizam as gonadas em desenvolvimento (FARIN et al., 2007; AERTS,
BOLS, 2008). Neste momento perdem sua capacidade de movimentagéao,
multiplicam-se por mitose e diferenciam-se em ovogonias (VAN DEN HURK, ZHAO,
2005; SADEU et al., 2006). Apos sucessivas divisdes mitoticas antes do nascimento,
o DNA das ovogobnias € replicado e estas células entram em meiose, tornando-se
um ovacito primario (AERTS, BOLS, 2008). Estes ovacitos primarios passam pelas
fases de leptéteno, zigbteno e paquiteno e param na fase de dipléteno da profase |
da meiose |. Nesta fase da meiose os cromossomos se condensam e formam uma
estrutura nuclear conhecida como vesicula germinativa (VG), permanecendo retido
neste estagio até uma estimulagdo hormonal na puberdade (VAN DEN HURK,
ZHAO, 2005).

A foliculogénese inicia-se durante a vida fetal (FAIR, 2003), sendo a principal
funcdo do foliculo proporcionar o ambiente adequado ao crescimento e maturacéo
do ovdcito, para que no momento da ovulacdo este esteja apto a fecundacéo e
competente para gerar um embrido.

Logo ap6s a formacgao dos ovacitos primarios, estes sao circundados por uma
camada de 4 a 8 células epiteliais achatadas e uma lamina basal intacta, formando
efetivamente a primeira categoria de foliculos (FAIR, 2003; RODGERS, IRVING-
RODGERS, 2010). Os foliculos primordiais constituem o “pool” de reserva finita de
foliculos quiescentes e sua formacao € concluida em aproximadamente 90 dias de
gestacdo em fetos bovinos (YANG, FORTUNE, 2008). Todos os dias, um grupo de
foliculos primordiais é ativado e entra no “pool” de crescimento tornando-se foliculos
primarios, sendo caracterizados por uma camada de 11 a 20 células somaticas
cubdides ao redor do ovocito (RODGERS, IRVING-RODGERS, 2010). Van den Hurk



e Zhao (2005) sugerem que os foliculos primordiais iniciam o desenvolvimento com
base na ordem em que séo formados.

O desenvolvimento até foliculo secundario também estd4 associado com os
primeiros sinais da sintese de RNA e acumulo de proteinas pelo ovocito (FAIR,
2003). A transicao para foliculo secundario é caracterizada pelo aparecimento da
segunda camada de células da granulosa, inicio do acumulo de glicoproteinas ao
redor do ovdcito para a formacgéo da zona pellcida e de granulos corticais dentro do
citoplasma dos ovocitos (RODGERS, IRVING-RODGERS, 2010).

Quando o foliculo apresenta intenso desenvolvimento das células da
granulosa e uma cavidade com fluido se forma, passa a ser denominado foliculo
terciario ou antral. Neste estagio, as células foliculares tornam-se mais proliferativas
ja apresentando as células da teca interna e externa, lamina basal e células do
cumulus, assim como a sintese de fluido, entre as células da granulosa (FAIR, 2003;
VAN DEN HURK, ZHAO, 2005). O preenchimento de fluido formando uma cavidade
ou antro é caracteristico de foliculo terciario. Com o desenvolvimento do foliculo, a
producado do fluido antral é intensificada pelo aumento da vascularizacao folicular e
permeabilidade dos vasos sanguineos, sendo associado com 0 aumento no
tamanho do foliculo (VAN DEN HURK, ZHAO, 2005).

Durante toda a fase do desenvolvimento folicular o ovécito também cresce e
se diferencia, mas ainda esta retido na fase de dipléteno da profase | da meiose |.
No decorrer do desenvolvimento do ovOcito, ocorre um aumento da sintese de
proteinas e no numero de ribossomos, mitocondrias e outras organelas (revisto por
FERREIRA et al., 2009). Em nivel bioquimico, o ovacito sintetiza e acumula RNAmM e
proteinas que serdo usados no momento da maturacdo, fecundacdo e
desenvolvimento embrionario inicial até a ativacao genémica do embrido (revisto por
FAIR, 2003; DODE, 2006; WRENZYCKI et al., 2007). O acumulo de numerosas
vesiculas pela membrana, granulos de glicogénio, proteinas e goticulas de lipideos é
indicativo de armazenamento e transporte molecular através da membrana do
ovocito. Outra mudanca marcante observada durante o crescimento do ovocito é a
secrecdo de glicoproteinas de membrana (ZP1, ZP2 e ZP3) constituindo a zona
pelucida (ZP), que forma uma camada protetora ao redor do ovocito (VAN DEN
HURK, ZHAO, 2005).



Com o pico pré-ovulatorio do Hormonio Luteinizante (LH) ou remogéo do
ovocito do ambiente folicular, espontaneamente a meiose € reiniciada, resultando no
rompimento do nucleo do ovacito e liberacdo do nucleoplasma dentro do citoplasma,
um processo conhecido como quebra da vesicula germinativa (AERTS, BOLS,
2008). Nesta etapa ocorre a condensacdo dos cromossomos, progressao para as
fases de metafase |, anéfase I, teléfase | e expulsdo do primeiro corpusculo polar,
caracterizando o fim da meiose |. Consequentemente inicia-se a meiose Il e o
ovocito para em metafase Il. Apds a ovulacdo, o ovocito somente retoma a meiose
com a fecundacéo, seguido da expulsdo do segundo corpusculo polar (VAN DEN
HURK, ZHAO, 2005).

2.2 Manipulacdo de ovécitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA)

A partir do desenvolvimento de algumas biotécnicas aplicadas a reproducao
animal como a inseminacdao artificial, producéao in vitro de embrides e a transferéncia
de embrides, a eficiéncia reprodutiva péde ser aumentada, viabilizando e acelerando
os resultados dos programas de melhoramento genético animal.

Apesar da grande capacidade de multiplicacdo obtida com as biotécnicas de
reproducdo muito ainda pode ser feito, principalmente na PIVE. Um exemplo disso &
a utilizacdo dos foliculos pré-antrais (FOPA), tendo em vista que 0 armazenamento
de um grande estoque destes foliculos no ovério (> 90%) é uma importante fonte de
gametas a ser utilizada pelas biotécnicas de reproducdo assistida (SAUMANDE,
1981; FIGUEIREDO et al., 2007).

Visando o isolamento e o resgate do maior namero possivel de ovdcitos
inclusos em foliculos pré-antrais para a produgdo in vitro de embrides e/ou
conservacgao (criopreservacao), surge a biotecnologia da Manipulacdo de Ovdcitos
Inclusos em Foliculos Pré-antrais (MOIFOPA). Os primeiros registros na literatura
envolvendo isolamento de FOPA ocorreram em camundongos (GROB, 1964) e em
bovinos (FIGUEIREDO et al., 1993) utilizando processos enzimaticos € mecanicos,

respectivamente. O procedimento de dissociacdo ou separacao dos foliculos pré-



antrais dos demais componentes do estroma ovariano de bovinos utiliza o método
mecanico por ser o mais eficiente (LUCCI et al., 2002).

O principal destino destes foliculos seria o cultivo in vitro, sendo um valioso
modelo de estudo para melhor compreender a foliculogénese e ovogénese.
Consequentemente, espera-se aumentar a disponibilidade de ovdcitos, evitando
perdas causadas pela atresia e potencializando a quantidade de material bioldgico
para uso na PIVE e clonagem.

Além da possibilidade do uso direto dos ovdcitos para a producdo in vitro de
embrides, a criopreservacdo é uma importante ferramenta a ser utilizada tanto na
conservacao de ovocitos e foliculos isolados, como de tecidos ovarianos. De acordo
com Figueiredo e colaboradores (2007), com as dificuldades encontradas no cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais isolados do tecido ou mesmo in situ, a
criopreservacdo de fragmentos ovarianos permitiia a sua conservacado até que
fossem desenvolvidos protocolos eficientes de cultivo in vitro.

A criopreservacao de tecido ovariano ja foi descrita em varias espécies como
em camundongos (XU et al., 2009), humanos (ABIR et al., 2008), suinos (BORGES
et al., 2009), caprinos (RODRIGUES et al., 2004) e bovinos (LUCCI et al., 2004,
CELESTINO et al., 2008). Esta ferramenta é indispensavel para a conservacao de
material genético de espécies ou racas de animais domésticos de interesse
zootécnico, bem como de mamiferos silvestres na formacdo de bancos de
germoplasma, importantes na manutencédo da variabilidade genética e preservacao
da biodiversidade. Além disso, mulheres com problemas reprodutivos ou submetidas
a tratamentos de radio e/ou quimioterapia podem ter estocados seus gametas para
que possam ser utilizados no futuro (ABIR et al., 2008).

A fase pré-antral da ovogénese e foliculogénese é caracterizada pelo inicio do
crescimento e desenvolvimento do ovocito para que no futuro esteja competente
para a fecundacdo. Além disso, 0 ovOcito passa por uma extensa e complexa
reprogramacao epigenética para estar apto a fecundacao e formac¢do de um embrido
viavel (REIK, WALTER, 2001a; DEAN et al., 2003; ALLEGRUCCI et al., 2005).

Entdo, para a maximizacdo deste potencial reprodutivo, especialmente em
vacas, € importante investigar e compreender os eventos genético-bioquimicos que

acontecem durante a ovogénese e foliculogénese.



2.3 Epigenética

Embora a estrutura priméaria do DNA possua toda a informacéo genética para
determinar as caracteristicas fisicas, bioldgicas e comportamentais de um individuo,
outra informacdo herdavel, capaz de alterar as caracteristicas fenotipicas € o
conjunto de fatores epigenéticos que regulam o DNA.

A epigenética € uma &rea da genética que estuda fatores externos e ligados
intimamente ao DNA controlando a expressdo génica e o fendtipo celular, ndo
resultando em uma mudanca na sequéncia do DNA e tendo um impacto significativo
sobre o desenvolvimento do organismo (SANTOS, DEAN, 2004; SASASKI, MATSUI,
2008; DUPONT et al., 2009).

As modificacbes epigenéticas constituem uma variedade de mecanismos
especiais que determinam o fendtipo sem alterar o genétipo (GOLDBERG et al.,
2007). Estas modificacbes constituem um perfil Unico em cada tipo celular e defini a
identidade celular pelo padrdo de expressdo génica. Este perfil epigenético é
modificado durante a diferenciacao celular e mantido durante a divisdo celular, o que
garante que a célula filha tenha o mesmo fendtipo da célula mée (SASASKI,
MATSUI, 2008).

2.3.1 Metilacdo do DNA

Ja4 se conhecem alguns tipos de marcas epigenéticas que controlam a
expressao génica como, metilacdo do DNA e modificacdes pds-traducionais que as
histonas sofrem como, acetilacdo, metilacao, fosforilacdo, ubiquitinacdo, sumoilacéo,
ADP-ribosilacéo, nitrilacdo e glicosilacdo, e que quando combinados, definem a
estrutura da cromatina de um gene e sua atividade transcricional (STRAHL, ALLIS,
2000; LI, 2002; DELCUVE et al., 2009).

Dentre estas modificacdes, a metilacio de DNA é a mais conhecida e
estudada modificacdo epigenética do genoma, desempenhando um papel crucial no
desenvolvimento celular, sendo estaveis e herdaveis entre geragbes (REIK,
WALTER, 2001a).



No genoma de mamiferos, a metilacdo do DNA ocorre por uma modificacao
covalente na qual um radical metil (CH3) liga-se ao carbono 5 da base nitrogenada
citosina formando a 5 metilcitosina (5mC). Normalmente estd presente em
dinucleotideos CpG, embora Ramsahoye e colaboradores (2000) encontraram, em
células tronco embrionarias de camundongos, o genoma contendo sequéncias de
dinucleotideos CpA, CpT, CpC e CpG metilados. Esta modificacdo esta associada
com o controle da transcricdo e estabilidade do cromossomo (DEAN et al., 2003).
Além disso, esta envolvida no desenvolvimento embrionario normal, na inativacédo do
cromossomo X, no imprinting gendmico e na modificagdo da cromatina (REIK,
WALTER, 2001a; DEAN et al., 2003; MORGAN et al., 2005).

Segundo Miranda e Jones (2007), as ilhas CpG sao definidas como regides
do genoma que apresentam mais de 500 pb e que contenham mais de 55% de CG.
A maioria das ilhas CpG nao estdo metiladas e sdo comumente encontradas em
promotores de genes controlando o inicio da transcricdo (ILLINGWORTH, BIRD,
2009; NIEMANN et al., 2010). No genoma de mamiferos, o padrdo de metilacdo do
DNA destas ilhas CpG é uma das caracteristicas de regides controladoras de
imprinting (ICR) (EDWARDS, FERGUSON-SMITH, 2007), também chamadas de
regides diferencialmente metiladas (DMR) (CHAO, D’AMORE, 2008), contribuindo
na regulacéo da expressao dos genes imprinting (MATSUZAKI et al., 2010).

A metilacdo do DNA é um processo dinamico que € catalisado por enzimas
denominadas DNA-metiltransferases (DNMT), que usam a S-adenosil-metionina
(SAM) como doador de grupamentos metil. Quando esse grupamento metil é
removido para a 5 metilcitosina, o0 SAM é convertido para S-adenosil-homocisteina
(SAH) (LI, 2002; MIRANDA, JONES, 2007; KOTSOPOULOS et al., 2008), a qual é
um potente inibidor da maioria das DNA metiltransferases. Ja foi visto que a
deficiéncia de alguns substratos alimentares (colina, metionina, acido folico e outras
vitaminas do complexo B), que estdo envolvidos no fornecimento de um carbono
para ser transferido para a homocisteina e consequentemente formar metionina para
ser convertida em SAM, resulta ndo apenas na hipometilacdo do DNA, mas
principalmente na alteracdo da expressdo génica (SINCLAIR et al.,, 2007,
KOTSOPOULOS et al., 2008).



As ilhas CpG sdo o principal alvo para a familia das enzimas DNA-
metiltransferases, sendo as principais a DNMT1, DNMT3a e DNMT3b. No inicio do
desenvolvimento embrionario, o0 genoma € desmetilado até o estagio de 8 a 16
células em camundongos (DEAN et al., 2003) e posteriormente as DNMT3a e
DNMT3b tem a funcdo de remetilar o0 mesmo, num processo conhecido como
metilacdo de novo. Este processo estabelece um novo padrao de metilacdo para um
correto desenvolvimento embrionario. De qualquer forma, o aumento dos niveis
destas enzimas nas células embrionarias nao significa um aumento na metilagdo em
todo o DNA (LI, 2002), sendo que regides do genoma que apresentarem
desprovidas de metilacdo permanecem ndo metiladas durante a proliferacéo celular
(LI et al., 2007).

A DNMT1, a principal metiltransferase de manutencao, esta relacionada com
o estabelecimento da metilacdo na nova molécula de DNA hemi-metilada nas células
somaticas durante cada ciclo de divisdo celular (LI, 2002; BOGDANOVIC,
VEENSTRA, 2009). No entanto, Hirasawa e colaboradores (2008) observaram em
camundongos, que diferentes isoformas da DNMT1 (DNMT1o e DNMT1s) participam
na manutencdo da metilacdo imprinting em embrides pré-implantacdo. J4& em
bovinos, é encontrado apenas a isoforma DNMT1s que também ¢é visto no
desenvolvimento ovocitario e embrionario (LODDE et al., 2009).

Outras DNA metiltransferases foram identificadas em mamiferos, como a
DNMT2 e DNMT3L. A DNMT2, diferentemente das DNMT1, DNMT3a e DNMT3b
que possuem funcdo catalitica e regulatéria, exibe apenas funcdo catalitica e
apresenta mais atividade metiltransferase em RNAt do que em DNA (JELTSCH et
al., 2006; SCHAEFER, LYKO, 2010). No entanto, a DNMT3L é uma proteina
reguladora que se liga as DNMT3a e DNMT3b modulando sua atividade catalitica,
mas ela propria ndo apresenta atividade enzimatica. E expressa apenas em células
germinativas e no estagio onde ocorre metilagdo de novo (HATA et al.,, 2002;
KANEDA et al., 2004; SCHAEFER et al., 2007).
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2.3.2 ModificagGes em Histonas

No nucleo das células eucaridticas, 0s cromossomos sdo organizados na
forma de cromatina, que € composta de DNA, RNA e proteinas (TSUNAKA et al.,
2005). Os nucleossomos sdo as unidades basicas da cromatina, sendo compostos
por um octamero formado de duas cOpias cada uma das quatro histonas, H2A, H2B,
H3 e H4, e que estdo associados a uma molécula de histona externa ao
nucleossomo, a H1 (HAPPEL, DOENECKE, 2009).

As histonas apresentam extremidades aminoterminais que se projetam do
nucleossomo, chamadas de caudas das histonas. As caudas das histonas consistem
em 15-30 aminoacidos nas regiées N-terminais de todas as quatro histonas e na
regido C-terminal de H2A (LEWIN, 2009). Essas caudas estdo sujeitas a algumas
modificacdes epigenéticas jA conhecidas como acetilacdo e metilacdo de lisina e
arginina, ubiquitinagdo de lisina e fosforilacdo de serina (SANTOS-ROSA, CALDAS,
2005; KOUZARIDES, 2007). Também podem ser vistas alteracbes extras, como
metilacdo em lisinas e arginas em diferentes formas: mono, di ou trimetilacdo para
lisina e mono e dimetilagdo (simétrica ou assimétrica) para arginina (KOUZARIDES,
2007). Outras modificacBes, tais como monoubiquitinacdo ou sumoilacdo também
ocorrem, porém sdo menos caracterizadas (LEWIN, 2009).

A combinacdo do “status” de acetilacdo, fosforilacdo e metilacdo na cauda
das histonas determina a atividade de um gene (LI, 2002). A acetilacdo ocorre em
todas as quatro histonas, tendo como principal alvo as lisinas. Uma histona acetilada
significa uma cromatina menos compactada, portanto mais acessivel aos fatores de
transcricdo (LEWIN, 2009). Enzimas capazes de acetilar histonas sdo denominadas
de histonas acetiltransferases (HAT). Segundo Lewin (2009), existem dois grupos de
enzimas HAT: um grupo que atua em histonas na cromatina, estando envolvido no
controle da transcricdo; e outro grupo que atua em histonas recém sintetizadas no
citosol, estando envolvido na montagem do nucleossomo.

A retirada do grupo acetil das histonas, ou seja, a desacetilacdo, esta
associada com a repressdo da atividade génica (WANG et al., 2001), visto que a

cromatina fica mais compactada dificultando o acesso dos fatores de transcricdo ao
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DNA. Enzimas capazes de desacetilar histonas sdo denominadas de histonas
desacetilases (HDAC).

A metilacdo, tanto de histonas como do DNA, estdo envolvidas no controle da
expressao génica de mamiferos e relacionadas com a formacgéo da heterocromatina,
podendo ser reversivel (CEDAR, BERGMAN, 2009). Além disso, a metilagdo do
DNA e as modificacdes em histonas estio correlacionadas. E visto que a metilagéo
nas histonas contribui para direcionar as DNA metiltransferases a metilar o DNA
onde estas histonas se localizam, e a metilacdo do DNA pode servir como padrao
para algumas das modificacdes em histonas, apds a replicacdo do DNA (CEDAR,
BERGMAN, 2009; CHENG, BLUMENTHAL, 2010).

A fosforilacdo € outra modificagdo poés-traducional que tem consequéncias
importantes para a compactacdo da cromatina (KOUZARIDES, 2007) e também um
papel importante na mitose (ciclo celular) e apoptose (AHN et al., 2005; FISCHLE et
al., 2005; SANTOS-ROSA, CALDAS, 2005).

O conjunto de todas essas modificacbes é conhecido como Cdédigo das
Histonas (GRIFFITHS et al., 2008). Estas modificacbes pdés-traducionais nas
histonas séo capazes de alterar a carga da molécula da proteina, e como resultado,
sao potencialmente capazes de modificar as propriedades funcionais dos octameros.
Portanto, estédo relacionadas com o grau de compacta¢do dos nucleossomos. Se a
estrutura da cromatina estiver menos condensada € chamada de eucromatina ja se
estiver mais condensada de heterocromatina (GRIFFITHS et al., 2008; CEDAR,
BERGMAN, 2009).

2.3.3 Imprinting gendmico

O fendbmeno “imprinting” gendmico foi descoberto a quase 30 anos em
mamiferos (McGRATH, SOLTER, 1984). E um mecanismo que consiste na
expressao diferencial dos alelos de um gene de acordo com sua origem parental,
ocorrendo uma expressao monoalélica. Ou seja, quando o gene imprinted tem o
alelo materno inativado por fatores epigenéticos, impedindo sua transcricdo, ocorre

expressao monoalélica pelo alelo paterno. O mesmo € visto quando herdado o alelo



12

imprinted paterno, com expresséo do alelo materno. Mas esta marcacao epigenética
€ apagada na formacao dos gametas, onde ambos alelos vao ser reprogramados de
acordo com o sexo do feto (REIK et al., 2001; REIK, WALTER, 2001a; DEAN et al.,
2003; MORGAN et al., 2005).

O principal mecanismo epigenético que regula a expressdo dos genes
imprinted é a metilacdo do DNA (REIK, WALTER, 2001a). E um processo que
resulta na adicdo enzimatica de grupos metil em dinucleotideos CpG simétricos,
sendo que estes contribuem para bloquear o acesso dos fatores de transcricdo ao
promotor ou mesmo alteram a estrutura da cromatina, entdo dificultando a
transcricéao (BILIYA, BULLA JR, 2010).

Os genes imprinted estdo localizados em “clusters” e geralmente séo
controlados por elementos que se ligam na regido controladora de imprinting (ICR)
(EDWARDS, FERGUSON-SMITH, 2007). Um desses elementos envolvidos no
controle da expressdo é a proteina CTCF, que se liga em ICR ndo metiladas ou
hipometiladas bloqueando a transcricdo (MATSUZAKI et al., 2010) (Figura 4). De
acordo com Kim e colaboradores (2009), as ICR sdo sequéncias de DNA ricas em
CpG que sao metiladas em um dos dois gametas parentais. Esta metilacdo
imprinting € adquirida durante a gametogénese, sendo que antes da determinacao
do sexo, os imprinting parentais sdo apagados nas células germinativas na gonada
fetal. Como o embrido desenvolve em macho ou fémea, o imprinting gamético é
colocado em genes imprinted paternos durante a producdo de espermatozdides ou
genes imprinted maternos durante a formacdo dos ovocitos. Apds a fecundacéao,
esta metilacdo imprinted € mantida no mesmo cromossomo parental através das
divisdes celulares (KIM et al., 2009).

A explicagdo mais aceita para a existéncia do imprinting genébmico é a teoria
do “conflito genético” (HAIG, GRAHAM, 1991; MOORE, HAIG, 1991), que também é
considerado como um efeito evolutivo em mamiferos (BEAUDET, JIANG, 2002;
WALTER, PAULSEN, 2003; HUTTER et al., 2010). Um exemplo disso envolve os
genes IGF2 e H19, que sao intimamente ligados em um “cluster” de genes imprinted.
O IGF2 tem o alelo paternal ativo contribuindo para o crescimento fetal, enquanto
que o alelo maternal do H19 é ativo e expressa um RNA né&o codificante que tem

propriedades de inibir a transcricdo do IGF2, assim regulando o crescimento fetal
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(KAFFER et al., 2001). Portanto, apresentando uma expressdo monoalélica desses
genes apos a fecundagédo. Isto sugere que o interesse paternal € na otimizacao de
seus alelos para adquirir maior quantidade possivel de nutrientes, assim garantindo
descendentes maiores e mais fortes. No entanto, o interesse das fémeas € de
restringir o crescimento fetal, assim assegurando sua sobrevivéncia e do feto,
possibilitando uma vida reprodutiva mais longa (REIK, WALTER, 2001b).

2.4 Reprogramacao epigenética na ovogénese e desenvolvimento embrionario

As modificagBes epigenéticas no genoma como a metilacdo do DNA e as
modificacbes na cromatina sdo relativamente estaveis e herdaveis em células
somaticas, mas em células germinativas e no periodo inicial do desenvolvimento
embrionario em mamiferos elas sofrem uma reprogramacdo em todo o genoma
(REIK et al., 2001; HAJKOVA et al., 2002). Portanto, em embrides de mamiferos
ocorrem dois eventos de reprogramacdo epigenética no genoma, um no inicio do
desenvolvimento do embrido e outro em suas células germinativas, que s&o
essenciais para formacdo de gametas aptos a fecundagcdo e consequentemente
formacdo de um embrido viavel (REIK et al., 2001; REIK, WALTER, 2001a; DEAN et
al., 2003; MORGAN et al., 2005).

Com a fecundacdo, os genomas paterno e materno sofrem uma répida
reprogramacdo, mas em tempos diferentes. O genoma do espermatozéide é mais
metilado que o do ovécito e desmetilado primeiro (OSWALD et al., 2000).
Inicialmente, em camundongos, ocorre uma desmetilacdo no pronucleo masculino,
sendo um processo de desmetilacédo ativa, onde seus cromossomos descondensam
e remodelam a cromatina, substituindo as protaminas por histonas maternas
(MAYER et al., 2000; KIMMINS, SASSONE-CORSI, 2005; ABDALLA et al., 2009).
Em bovinos, o genoma paternal também sofre desmetilacéo ativa e modificacées na
cromatina como nos roedores (PARK et al., 2007; YANG et al., 2007). No entanto,
no genoma materno, a metilagdo € mantida até o inicio da clivagem quando o DNA
sofre replicacédo, ocorrendo desmetilacdo passiva em cada ciclo mitotico (ROUGIER
et al., 1998). Esta desmetilagcdo passiva no genoma maternal pode ser devido a
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auséncia da enzima de manutenc¢do (DNMT1) no nicleo DNMT1 durante as divisdes
celulares (CARDOSO, LEONHARDT, 1999), ja que a é relacionada com a
manutencdo do padrdo de metilacdo dos genes durante a divisdo celular
(HIRASAWA et al., 2008; LODDE et al., 2009). Os genes imprinted permanecem
altamente metilados, protegidos da desmetilagdo, sendo, portanto preservados no
inicio do desenvolvimento embrionério (LI, 2002).

Apoés esse processo de desmetilacdo, inicia-se um evento de metilacdo de
novo, mais intensamente na massa celular interna (MCI), no estdgio de blastocisto
em camundongos (YANG et al., 2007). Enquanto que em embrides bovinos isto
acontece no estdgio de 8 a 16 células, concomitantemente com a ativacao do
genoma embrionario (DEAN et al., 2001). As células da MCI terdo um padréo
hipermetilado em relacdo as células do trofoblasto. Isto indica um papel importante
da metilagéo na diferenciacao das linhagens celulares (SANTOS et al., 2002).

Entre os tecidos sométicos que derivam da MCI estédo as células germinativas
primordiais (CGP) (GINSBURG et al., 1990), altamente metiladas, responsaveis pelo
segundo ciclo da reprogramacao epigenética. Estas células estdo localizadas
inicialmente na parede do saco vitelinico e migram para o0 mesénquima da crista
genital colonizando as gbnadas em desenvolvimento (FARIN et al., 2007; AERTS,
BOLS, 2008), aonde véao se transformar em gametas, concluindo o complexo ciclo
da reprogramacao epigenética.

No decorrer do desenvolvimento das células germinativas, durante a
migracao para a crista genital, ocorre uma reducao ou perda do padréao de metilagao
de regibes imprints e ndo imprints do genoma (HAJKOVA et al., 2002) para a
formacdo de uma nova geracdo de gametas de acordo com o sexo do individuo em
formacdo. Morgan e colaboradores (2005) sugerem que pode haver uma
desmetilacdo ativa nesta etapa, mas ndo se sabe se existe semelhanca no
mecanismo de desmetilacdo ativa entre as CGP e o zigoto.

Em camundongos, ap0s a desmetilagdo, o reestabelecimento da metilagédo
ocorre depois do nascimento, durante a diferenciacdo em ovogobnias e crescimento
do ovdcito dentro do foliculo recrutado (HAJKOVA et al., 2002). Durante este evento
em camundongos é visto o reestabelecimento da metilacdo imprinting e né&o
imprinting (REIK et al., 2001; DEAN et al.,, 2003). Apesar de haver evidéncias
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significativas sobre os eventos da reprogramacdo epigenética nas CGP de
camundongos, pouco ainda se sabe sobre o tempo preciso em que essas
modificacdes epigenéticas ocorrem no inicio do desenvolvimento, principalmente em
espécies domeésticas como em bovinos.

O reestabelecimento do padrdo de metilagho do DNA durante a
gametogénese é parcialmente dependente da DNMT3L, por ela ser uma proteina
que regula a acdo das DNMT3a e DNMT3b que sédo necessérias para a remetilacao
de ICRs em ovdcitos (KANEDA et al., 2004; SCHAEFER et al., 2007). De acordo
com isto, Hata e colaboradores (2002) sugerem que a deficiéncia da DNMT3L
desestabiliza a cooperagcdo com as DNMT3a e DNMT3b e consequentemente
prejudica a estabilidade para a metilacdo de novo de genes imprinted no gameta
feminino. Outra enzima candidata a estabelecer o padrdo de metilacdo nas células
germinativas € a DNMT1 (MERTINEIT et al., 1998). Mas segundo Howell e
colaboradores (2001), a inativacdo da DNMT1 em ovocitos ndo desestabiliza a
metilacdo de genes imprinted no gameta, mas afeta a manutencdo do imprinting em
embrides pré-implantacao.

Portanto, com o reestabelecimento da metilacdo na gametogénese, serao
formadas células altamente especializadas que levardo todas as informacdes

necessarias para o inicio de um novo ciclo de vida apés a fecundacao.

2.5 0 gene IGF2

O gene Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2 (IGF2) esta
localizado no cromossomo 29 (29qter) do genoma bovino (Figura 1), possuindo um
comprimento total de 18.606 pb, codificando um RNA mensageiro de 3.824
nucleotideos, uma forma alternativa de 2.294 nucleotideos e um microRNA (mir-483)
de 68 nucleotideos ja descritos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/281240) (Figura
2).
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Figura 1 - Localizacao do gene IGF2 (seta vermelha) no cromossomo 29 de bovino. Modificado de
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/281240.

O gene codifica um fator de crescimento que desempenha papel fundamental
na diferenciacdo dos tecidos, no crescimento fetal (DeCHIARA et al., 1990;
CURCHOE et al., 2005) e desenvolvimento da placenta (CONSTANCIA et al., 2002;
SIBLEY et al., 2004). E um gene imprinted identificado e bem estabelecido em
algumas espécies de mamiferos como em bovinos (GOODALL, SCHMUTZ, 2003;
DINDOT et al., 2004), humanos (BRISSENDEN et al., 1984), camundongos
(DeCHIARA et al., 1991; CASPARY et al., 1998), suinos (BRAUNSCHWEIG et al.,
2004), ovinos (ANSARI et al., 1994).

NC_007330.4 (52,131,757 bases)
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Figura 2 - Estrutura genémica do gene IGF2. Em verde o comprimento total do gene (18.606 pb); em
azul o RNA mensageiro (3.824 nucleotideos); em vermelho a forma alternativa (2.294 nucleotideos).
A seta vermelha indica a posicdo dos iniciadores na ilha CpG estudada. Modificado de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/281240.



17

Por ser um gene imprinted apresenta expressdao monoalélica, sendo um
padrao de metilagdo diferencial entre os alelos parentais um dos principais
mecanismos de sua regulacdo (REIK, WALTER, 2001a). No genoma de mamiferos
ja é conhecido que a metilacdo do DNA ocorre principalmente em ilhas CpG, sendo
a presenca destas ilhas uma das caracteristicas das regies controladoras de
imprinting (ICR), encontradas em sua maioria em promotores de genes (EDWARDS,
FERGUSON-SMITH, 2007). Estas regides, também chamadas de regides
diferencialmente metiladas (DMR) (CHAO, D’AMORE, 2008) contribuem na
regulacéo da expressao dos genes imprinted (MATSUZAKI et al., 2010).

Em camundongos, o gene IGF2 é controlado por trés DMR bem definidas
(MOORE et al.,1997; LOPES et al.,, 2003; MURREL et al., 2004). A DMRO esta
localizada em um promotor placenta-especifico (éxon 1) e metilada no alelo materno.
Ja as DMR1 e DMR2 apresentam metilacdo no alelo paterno, sendo que a primeira
esta localizada 3 kb upstream ao promotor fetal e a segunda presente dentro do
altimo éxon (éxon 6 em camundongo) do gene. Uma quarta DMR, também com o
alelo paterno metilado, localizada na regido 5’ do gene H19, interage diretamente
com as outras 3 DMRs do gene IGF2 regulando a expresséo tanto do gene H19
qguanto do IGF2 (MOORE et al.,1997; LOPES et al., 2003; MURREL et al., 2004)
(Figura 3).

0 DMR 0 DMR 1 IGF2 DMR 2 DMRH19 H19 E
4 4 - a0
— — —

~
>

Figura 3 - Modelo representando as DMR dos genes IGF2 e H19 em camundongos. As quatro DMR
(retangulos) com seus alelos materno (Q) e paterno (3) e suas metilagdes preferenciais em preto
(metilado) e branco (desmetilado); E-“enhancers”. (Adaptado de LOPES et al., 2003; MURRELL et al.,
2004).
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Os genes imprinted IGF2 e H19 estéo localizados adjacentes no cromossomo
29 (Figura 1) e compartiiham um mesmo enhancer, localizado em uma regiédo
downstream dentro do gene H19 (REIK, WALTER, 2001a), sendo que a interacao
entre o enhancer e os promotores dos dois genes € determinada pelo padrdo de
metilacdo das DMR.

Um modelo proposto para o controle da expresdo dos dois genes esta
exemplificado na Figura 4. Caso a DMRH19 esteja desmetilada, proteinas isoladoras
conhecidas como CTCF se ligam a essa regido e este complexo se aproxima
fisicamente da DMR1 ndo metilada do IGF2. Com isto, o enhancer fica distante do
promotor do gene IGF2, que esta dentro do loop, ativando assim o promotor do H19.
Este padrdo acontece no alelo materno. No alelo paterno, a DMRH19 se encontra
metilada n&o ocorrendo a ligagcdo de CTCF. Com isso aumenta sua afinidade pela
DMR2 metilada do IGF2, movendo o IGF2 para dentro do dominio da cromatina
ativa. Isto aproxima o enhancer ao promotor do IGF2 ativando sua expressao e
blogueando a expressdo do gene H19, mesmo este estando no dominio ativo
(YANG et al.,, 2003; MURREL et al.,, 2004). Como resultado o IGF2 apresenta

expressao monoalélica pelo alelo paterno e o H19 pelo alelo materno (Figura 4).
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Figura 4 - Modelo ilustrativo mostrando a interacéo entre as DMR dos genes IGF2 e H19. Em ambos
os alelos ocorre a formagédo de uma regido com expressdo reprimida (area em cinza). No alelo
materno, a DMR1 do IGF2 e a DMRH19 interagem. O promotor do H19 é ativado pelo enhancer
(circulos vermelhos). No alelo paterno, ocorre a interacéo entre a DMR2 do IGF2 e a DMRH19. O
enhancer se aproxima da regido promotora do IGF2 e induz sua expressao. (Adaptado de MURRELL
et al., 2004; FAGUNDES, 2009).

2.6 O gene XIST

Em 1991 foi identificado um gene candidato para a regido denominada Centro
de inativacdo do X (XIC) do cromossomo X em humanos e camundongos
(BROCKDORFF et al., 1991; BROWN et al., 1991). Foi observado que este gene era
expresso apenas nas fémeas e também apenas pelo alelo do cromossomo X inativo.
O gene foi denominado de Transcrito especifico do cromossomo X inativo (XIST)
(BROCKDORFF et al., 1991; BROWN et al., 1991).

O gene XIST esta localizado no cromossomo X do genoma bovino (Figura 5),
possuindo um comprimento total de 36.535 pb, tendo como principal caracteristica a
transcricao de um RNA anti-sense de 22.812 nucleotideos

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325) (Figura 6).
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Cromossomo X - NC_007331.3
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Figura 5 - Localizacdo do gene XIST (seta vermelha) no cromossomo X de bovino. Modificado de
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/338325.

E um RNA ndo codante, encontrado no ndcleo com a funcédo de iniciar o
mecanismo de inativacdo do cromossomo X (XCI) (BROCKDORFF, 2002; LIU et al.,
2008; AGRELO, WUTZ, 2009). Essa inativagdo do cromossomo X ocorre para
equalizar a dosagem de genes ligados ao X em fémeas (XX), em relacdo aos

machos (XY), sendo primeiramente descrito por Lyon (1961).
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Figura 6 - Estrutura genémica do gene XIST. Em verde o comprimento total do gene (36.535 pb); em
azul o RNA mensageiro (22.812 nucleotideos) A seta vermelha indica a posi¢céo dos primers na ilha
CpG estudada. Modificado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325.

O XIST é unicamente expresso em tecidos de fémeas pelo cromossomo X a

ser inativado (KAY, 1998). Contudo, o inicio da sua transcricdo ocorre, em niveis
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baixos, em ambos os cromossomos X ativos, até que os transcritos se acumulem e
atuem no futuro cromossomo X a ser inativado (KAY, 1998). Embora o XIST seja
essencial para a funcéo do XIC, outros genes agem nesta regido podendo regular a
expressédo do XIST (LEE et al., 1999; OGAWA, LEE, 2003). Baseado nisto, outro
gene ja foi identificado, estando localizado a 15 kb downstream ao XIST em
camundongos (LEE et al., 1999). O gene apresenta uma transcricdo no sentido
contrario ao XIST, ou seja, transcreve um RNA anti-sense que sobrepbe
completamente ao gene XIST, e por causa desta orientacdo reversa o nome do
gene foi denominado TSIX (LEE et al.,, 1999; SENNER, BROCKDORFF, 2009). O
RNA TSIX é encontrado exclusivamente no nucleo e localizado na regido XIC. Além
disso, antes da inativacdo do X ele é visto expresso nos dois cromossomos X e sua
expressao sendo associada ao cromossomo X que permanecera ativo e persistindo
até que o gene XIST seja silenciado nesse cromossomo (LEE et al., 1999; SENNER,
BROCKDORFF, 2009).

O TSIX por sua vez, é regulado pelo XITE (X inactivation intergenic
transcription elements), que também transcreve um RNA anti-sense ndo codante
estando localizado no locus XCE (X controlling element) downstream ao TSIX. O
XITE é apontado como um dos principais candidatos na escolha de qual
cromossomo X serd inativado, pelo fato de permitir que o TSIX persista sua
expressao sobre o futuro cromossomo X ativo (OGAWA, LEE, 2003; TASAI et al.,
2008). Segundo Brockdorff (2002), outros fatores estdo envolvidos na inativacdo do
cromossomo X como, metilacdo do DNA, modificacdes em histonas e recrutamento
de proteinas especificas.

Em mamiferos, no inicio do desenvolvimento embrionario, os dois
cromossomos X estdo ativos, sendo que ambos tém a mesma probabilidade de ser
silenciado (WUTZ, GRIBNAU, 2007). A primeira inativagdo € vista nas duas
primeiras linhagens celulares originadas, trofectoderma e endoderma primitivo de
blastocisto. No tecido extra-embrionario, é vista a inativacdo do cromossomo X de
origem paterna (Xp) e sendo este padrao mantido no decorrer do desenvolvimento.
Ja nas células do epiblasto, derivadas da massa celular interna (MCI), a inativacéo
do X é aleatoéria, afetando tanto o Xp quanto o Xm (KAY, 1998; OKAMOTO et al.,
2004; WUTZ, GRIBNAU, 2007; PANNING, 2008).
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3. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi determinar o padrdao de metilagio numa DMR
presente no ultimo éxon do gene IGF2 e numa DMR presente no exén 1 do gene
XIST em ovdcitos oriundos de diferentes estdgios de desenvolvimento do foliculo

pré-antral de vacas nelore (Bos taurus indicus).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento de ovécitos provenientes de foliculos pré-antrais

Os ovarios de vacas da raca Nelore (Bos taurus indicus) foram obtidos de
abatedouros no municipio de Luziania, Goias, Brasil. O material biologico foi
coletado imediatamente apds o abate e transportado ao Laboratério de Reproducéo
Animal da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia em frascos contendo
solucéo salina (NaCl 0,9%) acrescida de 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, a uma temperatura de 35 — 37°C.

Para isolar os foliculos pré-antrais, retirou-se o cortex ovariano com auxilio de
uma lamina de bisturi, sendo os ovarios mantidos em placa de Petri com solugéo
salina sobre placa aquecedora a temperatura de 36°C (Figura 7).

Para fragmentar a estrutura do estroma ovariano, os pedacos do cortex foram
levados individualmente ao Tissue Chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co.,
Gomshal, Surrey, United Kingdom) e cortados em 200, 250, 300 e 350 um,
respectivamente, sendo que em todos os pedacos os cortes foram feitos em trés
sentidos, longitudinal, transversal e obliquo. O cértex ovariano fragmentado foi
transferido para um tubo de 50 mL contendo solucdo salina em tampao fosfato
(PBS). Em seguida, para promover a dissociacdo dos FOPA do tecido ovariano,
foram realizadas sucessivas pipetagens com pipeta de Pasteur. Por fim, foi realizada
uma filtragem usando malha de nylon de 500 um e a solucdo foi deixada para
decantar por 3 minutos (Figura 7). Utilizando este procedimento, foram isolados

foliculos primordiais, primarios e secundarios.
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Figura 7 - Procedimento mecénico utilizado para isolar os foliculos pré-antrais do estroma ovariano.
(A) Ovarios e bisturi sobre a placa aquecedora a 37°C. (B) Retirada do cortex ovariano com auxilio do
bisturi. (C) Fragmentacé@o da estrutura pelo Tissue Chopper. (D) Dissociagdo dos FOPA do tecido
ovariano por repetidas pipetagens. (E) Filtragem usando malha de 500 um.

O isolamento dos ovacitos inclusos nos foliculos pré-antrais foi realizado
conforme Monti e colaboradores (2006), com modificagbes. Apdés a decantacao,
retirou-se uma amostra do pellet e acrescentou colagenase tipo Il (Sigma, Sto Louis,
MO, USA) na concentracdo de 0,5 mg/mL em TCM-199 com sais de Hank’s (Gibco
BRL, Burlington, ON, Canadd). Incubou-se a solu¢do em banho-maria a temperatura
de 37°C por 20 minutos. Adicionou-se albumina de soro bovino, fator V (BSA)
(SIGMA®) a 1% diluido em TCM-199 com sais de Hank’s (Gibco BRL, Burlington,
ON, Canadd) e centrifugou a 190g por 2 minutos. Retirou-se o sobrenadante, mas
nao todo, deixando também o pellet e ressuspendeu com EDTA 2,4 mM para inativar
a colagenase e incubou-se novamente em banho-maria a temperatura de 37°C por 3
minutos. Posteriormente, foram realizadas sucessivas pipetagens utilizando pipeta
graduada, com a intencao de liberar os ovdcitos das células da granulosa.

Depois, a amostra foi colocada em uma placa de Petri e os ovoécitos oriundos
dos foliculos pré-antrais foram localizados e separados utilizando um microscopio
invertido Axiovert 135M (Zeiss, Germany), mas apenas foram selecionados ovocitos
sem alteracBes morfoldgicas e totalmente sem células da granulosa.
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Durante o estabelecimento da técnica, utilizou-se em alguns ovocitos a
coloragdo com 5 pg/mL de iodeto de propideo para a visualizagdo da cromatina na
vesicula germinativa. Antes de corar, todas as estruturas foram passadas por cinco
gotas de 100 pL e permanecidas na ultima gota por 5 min. Apds, as estruturas foram
colocadas em laminas, vedadas com laminulas e levadas ao microscépio de
fluorescénia Axiovert 135M (Zeiss, Germany), para a visualizagdo da fluorescéncia
(Figura 8).

Apoés os ovocitos serem selecionados, foram fotografados para mensurar o
diametro sem medir a zona pellcida e registrados usando o programa Motic Images
Plus 2.0. Em seguida, os ovdcitos foram separados por tamanho.

Neste experimento utilizou-se ovocitos medindo £ 20 ym, oriundos de
foliculos primordiais, e ovécitos de 65 a 90 um, oriundos de foliculos secundarios
finais, classificados como grupos A e B, respectivamente. Posteriormente, 0s
ovocitos foram passados vérias vezes em gotas de PBS sem célcio (Ca) e magnésio
(Mg) e armazenados imediatamente em freezer a -80°C para posterior analise

molecular.

—20um 20um

Figura 8 - Ovdcitos oriundos de foliculos primordiais e secundarios finais de vacas Nelore,
respectivamente. Abaixo os mesmos corados com iodeto de propideo indicando a vesicula
germinativa. Ovocitos apresentando diametro de 20,0 um (A) e 68,5 um (B).
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4.2 Extracdo do DNA gen6mico dos ovocitos

As amostras foram retiradas do freezer -80°C e descongeladas em gelo. A
extracdo do DNA gendmico dos ovacitos foi realizada de acordo com o protocolo de
Melo e colaboradores (2005), com modificagées. Foram colocados em dois tubos de
0,2 mL, 64 e 62 ovécitos referentes aos grupos A (< 20 um) e B (65 a 90 um),
respectivamente, em um volume final de 15uL de PBS. Adicionou-se as amostras a
enzima pronase E para promover a digestdo da zona peldcida, em uma
concentracdo final de 10 mg/mL, num volume final de 30 pyL. As amostras foram
incubadas em termociclador (PXE 0.5 Thermal Cycler, Electron Corporation) a 37°C
por 30 minutos. Em seguida acrescentou-se uma gota de 6leo mineral em cada uma
das duas amostra e a enzima foi inativada a 85°C por 15 minutos no termociclador.
Para romper as células e liberar o DNA, foi utilizado um procedimento de choque
térmico. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente
colocadas no termociclador a 95°C por 1 minuto. Esse procedimento foi realizado
por 5 vezes, e finalmente as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -20°C para posterior tratamento com bissulfito de sodio.

4.3 Tratamento com bissulfito de sédio

O tratamento do DNA com bissulfito de sddio foi realizado utilizando o kit EZ
DNA methylation® (Zymo Research), segundo protocolo fornecido pelo fabricante,
apenas com alteracdo da temperatura de converséo, que foi de 55°C. Basicamente
este tratamento consistiu na conversdo, mediada pelo bissulfito de sodio, das
citosinas nado metiladas em uracilas, enquanto que as citosinas metiladas
permaneciam no DNA. Apds o tratamento, as amostras foram armazenadas a -20°C

para posterior amplificagéo por PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase).
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4.4 Amplificagdo por PCR e purificagdo

Utilizando-se as amostras de DNA dos ovacitos dos grupos A (< 20 um) e B
(65 a 90 um) tratadas com bissulfito de sodio, foram realizadas reacfes de PCR
nested para os genes XIST e IGF2. As sequéncias dos iniciadores utilizados nas
reacdes, acesso ao “GenBank”, localizagao, posi¢cao na ilha CpG e tamanho do

fragmento amplificado estédo presentes na Tabela 1.

Tabela 1 - Identificacdo do Gene, sequéncias dos iniciadores, acesso no “GenBank”, localizagéo,

posi¢éo na ilha CpG e tamanho do fragmento amplificado.

Gene Sequéncia dos iniciadores (5’- 3") Acessono  Localizacédo Posicdoda Tamanho
“GenBank” dos iniciadores llha CpG do amplicon
XIST ** F: GGGTGTTTTTGTTTTAGTGTGTAGTA 1127-1252
AJ421481.1 éxon 1 482 pb
externo R:CTTTAATACCACCCACTAAAATTAATAC 1581-1608
XIST ** F:TTGTTATATAGTAAAAGATGGT 1169-1190
AJ421481.1 éxon 1 405 pb
interno R: ACCAATCCTAACTAACTAAATA 1552-1573
IGF2 * F:TGGGTAAGTTTTTTTAATATGATATT 243-268 altimo éxon
X53553.1 (DMR) 455 pb
Externo R:TTTAAAACCAATTAATTTTATACATT 672-697
IGF2 * F:ACATTTTTAAAAATATTATTCT 257-278 Gltimo éxon
X53553.1 (DMR) 420 pb
interno R:TAATATGATATTTGGAAGTAGT 655-676

* GEBERT et al.,(2006); ** LIU et al., (2008).

A primeira reacdo de PCR para o gene XIST foi realizada utilizando-se um
volume final de 20 pL. Utilizou-se solugéo tampéao 1X; 1,5 mM de MgClz; 0,4 mM de
cada dNTP; 0,5 uM de cada iniciador externo; 1,0 U da enzima Taq DNA Polimerase
Platinum (Invitrogen®) e 3,0 yL de DNA tratado com bissulfito de sodio. As
condi¢cbes de amplificacao foram as seguintes: uma desnaturacéo inicial de 94°C por
7 min, seguidos de 40 ciclos com 94°C por 45 s, 47°C por 1 min e 30 s, 72°C por 1
min, acrescidos de uma extensao final de 72°C por 15 min.

Para a segunda reacdo de PCR para o gene XIST, as condi¢cdes de

amplificagdo, utilizando os iniciadores internos, foram as mesmas utilizadas na
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primeira reacdo, com excecdo para a quantidade de DNA molde que aqui foi
utilizado 0,5 pL do produto da primeira PCR. As condi¢des de amplificagéo foram as
seguintes: uma desnhaturacao inicial de 94°C por 4min, seguidos de 40 ciclos com
94°C por 40 s, 42°C por 45 s, 72°C por 45 s, acrescidos de uma extensao final de
72°C por 15 min.

A primeira reacdo de PCR para o gene IGF2 foi realizada utilizando-se
solugdo tampéo 1X; 2,0 mM de MgClz; 0,4 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada
iniciador externo; 1,0 U da enzima Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen®) e 3,0
ML de DNA tratado com bissulfito, em um volume final de 20 pyL. As condicdes de
amplificacdo foram as seguintes: uma desnaturagcéo inicial de 94°C por 3 min,
seguidos de 45 ciclos com 94°C por 40 s, 45°C por 1 min, 72°C por 1 min,
acrescidos de uma extenséo final de 72°C por 15 min.

A segunda reacdo de PCR para o gene IGF2 foi realizada utilizando-se
iniciadores internos ao produto amplificado, sob as mesmas concentragbes de
reagentes da primeira reacdo e utilizando-se 0,5 pL de produto amplificado na
primeira reacdo. As condi¢cdes de amplificacdo também foram iguais a primeira,
alterando-se apenas a temperatura de anelamento que aqui foi de 40°C. Todas as
reacoes foram realizadas em termocicladores PXE 0,5 X (Thermo Scientific) e
Mastercycler Gradiente (Eppendorf).

ApoOs as reacdes de PCR, os volumes totais dos produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,0%, corados com brometo de etidio
(10 mg/mL) e utilizando-se um marcador de peso molecular de 1000 pb
(Invitrogen®). Os produtos foram visualizados e o gel fotografado utilizando-se um
fotodocumentador Image Capture 300 (GE®). Os fragmentos amplificados foram
recortados do gel e purificados com o kit Gene Clean Ill (MP Biomedicals, LLC),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante ou utilizando-se um protocolo de
precipitacdo com Acetato de Amobnia e Etanol estabelecido no Laboratério de
Reproducdo Animal da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia. Em
seguida, as amostras purificadas foram quantificadas em espectrofotdmetro ND-
1000 (NanoDrop®) e uma aliquota de 2uL foi submetida novamente a eletroforese
em gel de agarose 2,0%, corado com brometo de etidio (10mg/mL) para verificacao

da qualidade do produto purificado.
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4.5 Clonagem dos produtos da PCR, sequenciamento e andlises das

sequéncias

Os produtos de DNA purificados referentes a cada grupo, A (< 20 um) e B (65
a 90 um), foram inseridos no vetor pGEM-T Easy (Promega®) de acordo com as
instrucbes do fabricante. A transformacéo foi realizada em células XL-1 Blue por
eletroporagcdo (MicroPulser — BIO-RAD®) e a bactéria semeada em placas de Petri
90 x 15 mm contendo meio LB Agar com ampicilina a 100 pg/mL, 20 pL de X-Gal a
40 mg/mL e 40 pL de IPTG a 0,1M. As placas foram fechadas, invertidas e vedadas
com parafiime e incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Logo apos, foram
acondicionadas a 4°C por 2 horas. Somente as colbnias brancas foram selecionadas
para serem cultivadas em meio LB com 100 pg/mL de ampicilina. Para isso utilizou-
se de palito de madeira autoclavado, retirando-se a colénia com uma das pontas e
inserindo em tubo de 15 mL contendo 3mL de meio liquido de cultivo com antibioético
e permanecendo em agitador (New Brunswick Scientific) a 250 rpm, 37°C para
crescimento “overnight”. Os conteudos dos tubos que apresentaram turbidez foram
aliquotados em tubos de 1,5 mL. O vetor foi extraido seguindo o protocolo de
minipreparacéo de plasmideo (SAMBROOK, RUSSELL, 2001) e tratado com RNAse
10 pg/mL em banho maria a 60°C por 30 min.

Uma aliquota da minipreparacdo foi utilizada para realizar uma digestao
enzimatica com a endonuclease ECO RI (Invitrogen®) incubando-se a 37°C por 16
horas, ou como molde para uma reacdo de PCR utilizando-se os iniciadores
universais T7 e SP6, para a confirmacéo do fragmento inserido. Para a visualizagao,
os produtos da digestdo enziméatica ou da PCR foram submetidos a uma eletroforese
em gel de agarose 2,0%, corado com brometo de etideo a 10 mg/mL.

As amostras que confirmaram o sucesso da clonagem foram purificadas com
Acetato de Amoénio 7,5 M. Primeiramente adicionou-se agua milliQ para obter um
volume final de 80 uL. Logo apés, foi acrescentado 20 uL de Acetato de Amobnio 7,5
M. As amostras foram homogeneizadas, adicionou-se 2,5 vezes o volume de Etanol
absoluto gelado (250 pL) em relagdo ao volume da amostra, homogeneizando-se
novamente e incubando-se a -20°C “overnight”. Posteriormente, as amostras foram

centrifugadas a 17000 xg por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet
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lavado com 200 pL de Etanol 70%. Centrifugou-se novamente com a mesma
velocidade por 10 min, o sobrenadante foi descartado e a amostra séca e diluida em
20 yL de agua milliQ. Uma nova quantificagcéo foi realizada, utilizando-se o mesmo
espectrofotometro. Para confirmar a quantificacdo e a qualidade do material
purificado, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose 2,0% e corado com
brometo de etidio 10 mg/mL.

As amostras contendo o fragmento inserido foram diluidas a 100 ng/uL e
encaminhadas a plataforma de sequenciamento da EMBRAPA Recursos Genéticos
e Biotecnologia. O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando-se a
metodologia de dideoxi com os iniciadores universais T7 e SP6. ApGs obter as
sequéncias, elas foram analisadas utilizando o programa BiQ Analyzer (BOCK et al.,
2005), sendo comparadas com sequéncias depositadas no “GenBank”, para
estabelecer o padrdo de metilacdo das CG. As citosinas ndo seguidas de guaninas
(ndo CpG) foram avaliadas quanto a taxa conversao e, apenas as sequéncias que
apresentaram uma eficiéncia de conversao pelo bissulfito 2 90% foram consideradas

para as analises de metilacao.

4.6 Analise estatistica

Os dados de quantificacdo do padrdo de metilacdo foram comparados entre
0s tratamentos experimentais utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Todas as
analises foram avaliadas utilizando o programa Prophet, versao 5.0 (BBN Systems
and Technologies, 1996). O padrdo de metilacdo, nos 28 sitios CpG para 0 gene
IGF2 e 17 para o XIST, também foram comparados quanto a quantidade de clones
hipermetilados, apresentando = 50% de sitios CpGs metilados na sequéncia
(IMAMURA et al., 2005).
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5. RESULTADOS

Foram utilizados para a extragcdo do DNA gendmico e avaliacdo do padréo de
metilacdo para os genes IGF2 e XIST um total de 127 ovdcitos, sendo que 65
ovocitos medindo < 20,0 um e classificados como Grupo A e 62 ovdcitos medindo
65,0 a 90,0 um e classificados como Grupo B (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificagdo dos foliculos pré-antrais, nimero total de ovécito utilizado na extracdo do
DNA e diametro dos ovécitos (média + desvio padrao).

Foliculo Numero total de ovocitos Diametro dos ovaocitos (um)
Primordial 65 17,98 + 0,93
Secundario
final 62 80,3+8,31

ApoOs a PCR para os genes IGF2 e XIST, os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese e fotodocumentados. Os produtos amplificados sé&o

observados na Figura 9.

L & & <= 405 pb

100 pb

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etidio mostrando os
produtos amplificados ap6s tratamento do DNA gendmico com bissulfito de sédio. M - marcador 1 kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen®). (A) Fragmento de 420 pb referente ao gene IGF2 indicado do 1 ao 4.
(B) Fragmento de 405 pb referente ao gene XIST indicado do 1 ao 3.
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Apés a clonagem, apenas os plasmideos que apresentaram o fragmento
inserido foram enviados para a plataforma de sequenciamento da EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para confirmar a ligacdo dos fragmentos
correspondentes a DMR do ultimo éxon do gene IGF2 e também do éxon 1 do gene
XIST de bovinos realizou-se a digestdo enzimatica com a enzima de restricdo EcoRl
(New England, BioLabs®) como mostrado na Figura 10.

400 pb

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etidio para confirmacéo
do fragmento inserido correspondente aos genes XIST e IGF2. M - marcador 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen®). C - controle negativo. Fragmento de 421 pb referente ao gene XIST indicado do 1 ao 5.
Fragmento de 436 pb referente ao gene IGF2 indicado do 6 ao 14.

Também foi utilizado a PCR usando os iniciadores universais T7 e SP6 como
outro método, além da digestdo com a enzima de restricdo EcoRI (New England,
BioLabs®), para confirmar a ligacdo dos fragmentos de DNA dos genes IGF2 e XIST

nos plasmideos (Figura 11).
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etidio mostrando produtos
de PCR utilizando plasmideos como molde e os iniciadores universais T7 e SP6, para confirmacéo do
fragmento inserido correspondente ao gene XIST.

ApoOs receber as sequéncias dos genes IGF2 e XIST, estas foram
comparadas com a sequéncia de cada um dos genes depositada no “GenBank”
utilizando o software BiQ Analyzer (BOCK et al., 2005) para a analise do padréo de
metilacdo das CpG. Um exemplo de alinhamento € mostrado na Figura 12. As
citosinas ndo CpG foram avaliadas quanto a taxa de conversdo pelo programa BiQ
Analyzer (BOCK et al., 2005) e, apenas as sequéncias que apresentaram uma

eficiéncia de conversao pelo bissulfito de sdédio = 90% foram consideradas.
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Genomic_Sequence ATGAGTTAGTATAGTATTTCGTTATERTTTTTATTTAGTTAGTTAGGATTGGT-~- -~~~
[2)41_SPé__[Genera... ATGAGTTAGTATAGTATTT.TTAT.TTT‘ITATTTAGTTAGTTAGGATTGGTAATCACT

Figura 12 - Analise comparativa pelo software BiQ Analyzer da sequéncia obtida no “GenBanK” com a
sequéncia obtida no experimento. Em laranja e roxo indica sequéncias CG ndo metiladas. As duas
sequéncias em laranja indicam CG metiladas. A e B sdo sequéncias referentes ao gene IGF2. O
retdngulo vermelho indica o 10° sitio CpG, onde em (A) esta metilado e em (B) ndo metilado. (C)
Sequéncia referente ao gene XIST. A identidade destas trés sequéncias e a taxa de conversao foi de
100%.

Para o gene IGF2, foi avaliado o padrdo de metilacdo apenas para o grupo B.
Foram analisadas 28 sequéncias, com 28 sitios CpG para cada clone analisado.
Contudo, observou-se que o 10° sitio CpG nao estava presente na sequéncia obtida
no “GenBank” (X53553.1), mas sendo detectado em todos os clones analisados no
experimento (Figuras 12 e 13).

Com base no padrdo de metilacdo das 28 sequéncias analisadas, foram
detectados pelo menos 11 alelos diferentes neste experimento. Os resultados
mostraram uma regido hipometilada (31,09 + 31,01%) (Figura 13).
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10°CpG

Figura 13 - Andlise de metilacdo da DMR do ultimo éxon do gene IGF2 em ovocitos oriundos de
foliculos pré-antrais de vacas Nelore (Bos taurus indicus) (31,09 + 31,01%). Cada linha representa um
clone, onde cada circulo equivale a um dinucleotideo CpG. Circulo preto indica metilagdo enquanto
circulo branco indica ndo metilacdo da CpG. Circulo cinza indica ndo deteccdo do sitio CpG no
sequenciamento. A seta preta indica o novo sitio CpG encontrado comparando com a sequéncia do
“GenBank”.

Avaliando o padrdo de metilacdo de acordo com Imamura e colaboradores
(2005), que consideram sequéncias hipermetiladas ou hipometiladas definidas como
= 50% e < 50% de sitios CpGs metilados, respectivamente, essa regido apresentou
39,28% (11/28) de sequéncias hipermetiladas.

Para o gene XIST, foram analisados 17 sitios CpG em cada clone
sequenciado. Foram analisadas 19 sequéncias para 0 grupo A e 27 para o grupo B.
Com base no padrédo de metilacdo das 19 sequéncias analisadas para o grupo A e
27 para o grupo B, foram detectados pelo menos 6 alelos diferentes para o grupo A
e 5 para o grupo B.

Os dois grupos apresentaram um padrao hipometilado, sendo que o grupo A
(15,17 + 32,82%) apresentou-se mais metilado que o grupo B (4,6 + 3,46%) (P=
0,0901) (Figura 14).
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Figura 14 - (A) e (B) Andlise da metilagdo do éxon 1 do gene XIST em ovdcitos oriundos de foliculos
pré-antrais de vacas Nelore (Bos taurus indicus). Cada linha representa um clone, onde cada circulo
equivale a um dinucleotideo CpG. Circulo preto indica metilacdo enquanto circulo branco indica ndo
metilacdo da CpG. Circulo cinza indica ndo detec¢do do sitio CpG no sequenciamento.(A e B;
P=0,0901).

Comparando as sequéncias de acordo com Imamura e colaboradores (2005),
0 grupo A apresentou 3/19 (15,78%) de sequéncias hipermetiladas e o grupo B néo

apresentou nenhuma sequéncia hipermetilada.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi analisado o padrdo de metilacdo dos genes IGF2 e
XIST em ovocitos oriundos de dois diferentes estagios de desenvolvimento de
foliculos pré-antrais. Apesar destes ovocitos obtidos de foliculos pré-antrais nédo
terem competéncia para a producao de embrides, sdo uma fonte muito importante
de gametas a ser explorada e utilizada para a PIVE. Entender a reprogramacéo
epigenética que acontece nestes ovocitos (REIK et al., 2001; REIK, WALTER,
2001a; DEAN et al., 2003; MORGAN et al., 2005) é de fundamental importancia para
o desenvolvimento de sistemas mais eficientes de producéo in vitro de embrides.

Para o gene IGF2 este trabalho analisou uma DMR presente no dltimo éxon
do gene (Figura 2) apenas em ovocitos de 60-95 um (oriundos de foliculos
secundarios finais). Analisando os resultados obtidos neste estudo em conjunto com
resultados de outros trabalhos da literatura que avaliaram a mesma regido do IGF2,
pbde-se observar que ha um processo de reprogramacao epigenética ocorrendo
nesta regiao.

Gebert e colaboradores (2006) observaram um padrdo imprinting e
encontraram uma significativa diferenca no nivel de metilagdo do ultimo éxon do
gene IGF2 entre os gametas masculinos (99 = 0,3%) e femininos (16 + 0,8%),
indicando a presenca de uma DMR intragénica. Hajkova e colaboradores (2002),
estudando camundongos como modelo, e analisando a mesma regido do gene IGF2
em células germinativas primordiais (CGP) de fetos em diferentes estagios do
desenvolvimento (10,5 a 13,5 dpc), observaram que esta regido do gene estava num
processo de desmetilacdo na medida em que as CGP migravam para a crista
genital. Em nosso estudo, avaliando ovdcitos oriundos de foliculos pré-antrais no
estagio secundario final (60-95 pm), encontramos um padréo de metilagcdo de 31,09
+ 31,01%, considerado um padrdao hipometilado (Figura 13). Fagundes e
colaboradores (2011) analisaram a mesma regido do IGF2 em ovdcitos imaturos
obtidos de foliculos antrais de 1-3 mm e = 8 mm e mostraram um padrdo de
metilagdo de 51,1 + 10,75% e 77,38 *= 6,76%, respectivamente. Além disso,
mostraram que ovocitos de foliculos antrais = 8 mm maturados in Vvitro,

apresentaram 28,93 + 10,26% de metilag&do, proximo ao encontrado em ovécitos Ml
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de bovinos por Gebert e colaboradores (2006). Isto demonstra que esté regido do
gene, antes encontrada hipermetilada, ap6s a maturacdo in vitro do ovacito,
apresenta-se hipometilada, observando-se que o padrdao de metilacdo para esta
regido so é totalmente estabelecido durante a maturacéo do ovécito (FAGUNDES et
al., 2011). Como estes estudos foram realizados in vitro, faz-se necesséaria uma
avaliacdo desse processo em ovacitos maturados in vivo.

Analizando esses resultados em conjunto, pode-se observar que essa regiao
do gene IGF2 esta sujeita a um processo de reprogramacao epigenética, pois perde
metilacdo quando as CGP migram para a crista genital e durante a ovogénese
comeca a ganhar um padrao de metilagdo sexo especifico. Como mostrado aqui
neste estudo, comec¢a um processo de remetilacdo na fase pré-antral que continua
até a fase de foliculo antral e, pelo menos durante o processo de maturagao in vitro,
sofre um novo processo de desmetilacdo culminando com um padrdo hipometilado
especifico do gameta feminino (FAGUNDES et al., 2011).

Isto estd de acordo com Reik e Walter (2001a), que citam que a metilacao
parental-especifica das DMRs é normalmente estabelecida durante a gametogénese
e embriogénese inicial. Portanto, o correto estabelecimento do padrao de metilacédo
desta regido em ovdécitos de foliculos de diferentes tamanhos pode estar relacionado
com a competéncia destes para serem utilizados na producéo in vitro de embrides
bovinos (FAGUNDES et al., 2011).

Se avaliarmos estes padrbes de metilacdo de acordo com Imamura e
colaboradores (2005), a porcentagem de clones hipermetilados para estes ovocitos
de foliculos pré-antrais foi de 39,28% (11/28) (Figura 13). Fagundes e colaboradores
(2011), encontraram 53,85% (7/13) de sequéncias hipermetiladas em ovocitos
imaturos de foliculos de 1-3 mm e 91,66% (11/12) em ovdcitos imaturos de foliculos
= 8 mm. Estes resultados reforcam a hipdtese levantada acima de que esta regiao
esta sofrendo um processo de reprogramacao epigenética na ovogénese, ganhando
metilacdo até o momento em que 0 ovOcito para seu crescimento e antes da
maturacdo nuclear. Ao avaliar os ovocitos maturados in vitro de foliculos = 8 mm,
Fagundes e colaboradores (2011), observaram uma menor porcentagem de clones
hipermetilados (40%; 4/10), estando também de acordo com o padrédo hipometilado
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esperado para esta regido no gameta feminino (GEBERT et al., 2006; FAGUNDES
et al., 2011).

Nosso trabalho objetivou a avaliagcdo do padréo de metilacdo para esta regido
do gene IGF2 apenas em ovdcitos, mas Gebert e colaboradores (2009) analisaram
esta mesma regido em embrides bovinos produzidos in vitro, e encontraram um
padrdo de desmetilacdo no decorrer do desenvolvimento embrionério, sendo em
zigotos 28,4 + 3,8% e embribes no estagio de 4 células 6,3 £ 2,2%, observando um
inicio de remetilacdo em blastocistos (10 + 0,7%). Estes resultados ndo estdo de
acordo com o0 que se espera de uma regido imprinted durante o inicio do
desenvolvimento embrionério, a qual deve manter seu perfil de metilagcdo alelo-
especifico (REIK et al., 2001; REIK, WALTER, 2001a; DEAN et al., 2003; MORGAN
et al., 2005).

No presente estudo foram encontrados e analisados 28 sitios CpG em todos
os clones sequenciados, diferentemente do encontrado na sequéncia usada como
referéncia “GenBank” X53553.1, e do encontrado por Gebert e colaboradores
(2006), como pode ser visto nas Figuras 12 A e B. Este polimorfismo, uma troca de
uma citosina por uma guanina criando um sitio CpG na sequéncia, foi também
encontrado por Fagundes e colaboradores (2011) e também €& mostrado na
sequéncia “GenBank” NM_174087.3. Fagundes e colaboradores (2011) especulam
gue esta diferenca € devida as diferentes subespécies utilizadas nos experimentos
(Bos taurus taurus x Bos taurus indicus). Resta ainda ser mais investigado se
realmente é um polimorfismo entre estas duas subespécies, tendo ou ndo um
significado bioldgico, ou se foi um erro de sequenciamento na sequéncia depositada
no “GenBank”.

Em mamiferos, apdés a fecundacdo e no inicio do desenvolvimento
embrionario, 0s cromossomos X materno (Xm) e X paterno (Xp) estéo ativos (WUTZ,
GRIBNAU, 2007; KAY, 1998). A primeira inativagdo é vista nas duas primeiras
linhagens celulares originadas, trofoblasto e embrioblasto de blastocisto. No
trofoblasto, é vista a inativacdo preferencial do Xp, sendo este padrdo mantido no
decorrer do desenvolvimento (KAY, 1998).

O Xp é ativo nos zigotos, mas no estagio de 4 células inicia-se um processo

gradual de inativagdo deste cromossomo com a transcricdo do gene XIST e o
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revestimento do cromossomo a ser inativado com o RNA XIST (OKAMOTO et al.,
2004; OKAMOTO et al., 2005). Em camundongos, o Xp inativo € mantido no estagio
de moérula até a fase de blastocisto inicial, e no estagio de blastocisto tardio, o Xp
inativo € reativado na massa celular interna (MCI), e finalmente acontece um
processo de inativacdo aleatéria dos dois cromossomos X, afetando tanto o Xp
quanto o Xm (KAY, 1998; OKAMOTO et al.,, 2004; WUTZ, GRIBNAU, 2007,
PANNING, 2008).

Observacdo semelhante foi feita por Ferreira e colaboradores (2010),
caracterizando a inativacdo do cromossomo X pela avaliagdo da expressao alelo-
especifica do gene MAO-A em embrides bovinos produzidos in vitro. Estes autores
mostraram a presenca do RNAm do gene MAO-A transcrito a partir do cromossomo
X materno nos embrides nos estagios de 4 células até blastocisto expandido, no
entanto, ndo foi detectado RNAm transcrito pelo cromossomo X paterno no estagio
de morula, mas reaparecendo em blastocisto.

Segundo De La Fuente e colaboradores (1999), a transcricdo do gene XIST é
0 evento inicial para ocorrer a inativacdo do cromossomo X, mostrando uma
associacdo do RNA XIST com o futuro cromossomo X inativo em embrides bovinos
produzidos in vitro na fase de blastocisto. Comentam, ainda, ser um evento bem
conservado em outras espécies de mamiferos. ApGs a escolha aleatéria do
cromossomo X a ser inativado, o XIST perde sua capacidade transcricional. No
entanto, além da metilacdo, modificacbes em histonas estabilizam e retém o
cromossomo X inativo (BROCKDORFF, 2002; REIK, LEWIS, 2005).

No decorrer do desenvolvimento embrionério e fetal, diferenciam-se, a partir
da MCI, as células germinativas primordiais (CGP), que permanecem com apenas
um cromossomo X ativo (HAJKOVA et al., 2002; NAPOLES et al., 2007). No entanto,
durante o tempo da migracdo das CGP para o mesénquima da crista genital e
posterior colonizagcdo das gbnadas, € visto a reativacdo do cromossomo X inativo
(NESTEROVA et al., 2002). Também é considerado que, durante o tempo de
migracdo das CGP, comece um dos ciclos epigenéticos, que é a desmetilagdo de
genes imprinted e nao imprinted (REIK et al., 2001; HAJKOVA et al., 2002; DEAN et

al., 2003). De acordo com isto, Hajkova e colaboradores (2002), observaram que
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durante a migracdo das CGP fetais de camundongos, o promotor do gene XIST,
presente no éxon 1, sofreu um processo de desmetilacéo.

Além disso, outros trabalhos analisaram o cromossomo X inativo de CGP na
crista genital de camundongos e encontraram uma progressiva diminuicdo de RNA
XIST até seu desaparecimento na maioria das CGP fetais ao redor de 13,5 dpc
(NESTEROVA et al, 2002). Portanto, com um progressivo processo de
desmetilacdo do promotor XIST, associado a uma progressiva diminuicdo de
transcritos deste gene, resultando na reativacdo do cromossomo X inativo durante a
migracdo das CGP, sugere-se que outros fatores epigenéticos que ndo metilacdo
devam estar interferindo na represséo transcricional do gene XIST (HAJKOVA et al.,
2002).

Em nosso trabalho, analisamos o padrdo de metilacdo no éxon 1 do gene
XIST (Figura 6) de dois diferentes tamanhos de ovdcitos oriundos de foliculos pré-
antrais de Bos taurus indicus (grupo A, < 20 um e grupo B, 65-90 um). Encontramos
uma diferenca (P=0,0901) no padrdo de metilacdo entre estes dois grupos de
ovoécitos, com o0 grupo A apresentando-se mais metilado (15,17 + 32,82%) que o
grupo B (4,6 £ 3,46%), apesar de um padréo hipometilado em ambos (Figura 14).

Baseando-se no trabalho de Hajkova et al. (2007), que citam um processo de
desmetilacdo sofrido pelas CGP quando da sua migracdo para a cristal gonadal,
nosso resultado sugere que, pelo menos em bovinos, esse processo ainda nao
terminou nos ovadcitos < 20 ym sendo que estes se mostraram mais metilados que
os de 65-90 um. Mostrando ainda que esta regido do gene XIST em bovinos esta
Sujeita a um processo de reprogramacao epigenética durante a ovogénese.

Ao avaliarmos estes padroes de metilacdo de acordo com Imamura e
colaboradores (2005), encontramos 3/19 (15,78%) clones hipermetilados no grupo A,
nao sendo encontrado nenhum no grupo B, reforcando a hipétese de que nesta fase
ainda esta ocorrendo um processo de desmetilacdo dessa regiao em bovinos.

Avaliando estes dois grupos de ovdcitos, nossos resultados mostraram que o
padrdo de metilagdo desta regido do éxon 1 do gene XIST manteve-se hipometilado
no decorrer da ovogénese, pelo menos até ovocitos com diametro de 65-90 um.
Ainda, especulamos que essa regidao se mantém hipometilada ou desmetilada até

gue o ovdcito atinga seu crescimento total, ao redor de 128 um num foliculo de 6
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mm (CAIXETA et al., 2009), e termine a ovogénese. Esta hipotese é reforcada pelos
resultados obtidos por McDonald e colaboradores (1998) que mostraram que esta
regido do gene XIST estad desmetilada em ovdcitos MIl. Além disso, estes autores
encontraram esta mesma regido hipometilada em espermatozoéides e desmetilada
em ambos os alelos de embrides até o estagio de blastocisto e em células da MCI.
Isto sugere que o padrao de metilacdo no DNA para esta regido nédo € o responsavel
pela caracteristica imprinted da inativacdo preferencial do cromossomo X paterno
nas ceélulas do trofectoderma e sim outro evento epigenético, como modificacdes em
histonas (REIK, LEWIS, 2005). Mas estes mesmos autores, avaliando células
somaticas, encontraram que 0 cromossomo X se encontra hipermetilado em tecidos
de machos e um alelo hipermetilado e outro desmetilado em fémeas e afirmam ainda
gue esta regido se encontra metilada no cromossomo X ativo e desmetilada no
cromossomo X inativo, uma caracteristica imprinted.

Portanto, considerando que esta regido estd desmetilada no ovécito Ml até
blastocisto (McDONALD et al.,, 1998), que um cromossomo X é aleatoriamente
inativado a partir de blastocisto tardio em camundongos (OKAMOTO et al., 2004) e
gue acontece um processo de desmetilacdo e reativagdo do cromossomo X inativo
guando a migracdo das CGP em direcdo a crista genital (HAJKOVA et al., 2002;
NAPOLES et al., 2007), sugerimos que um padrédo de metilacdo € adquirido na MCI
de blastocisto tardio sendo este padrdo mantido nas células que dardo origem aos
diferentes tecidos do feto, mas apagado nas células que originardo as CGP e
permanecendo assim durante a ovogénese, cComo mostrou nossos resultados.

Finalmente, é importante ressaltar que discutimos e comparamos NoSs0S
resultados também com alguns trabalhos da literatura que usaram o camundongo
como modelo de estudo e, portanto diferencas inerentes a espécie devem ser

consideradas.
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7. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a regiao
gendmica estudada para o gene XIST sofre um processo de reprogramacao

epigenética durante a gametogénese.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O entendimento de como esse processo genético/fisiolégico ocorre e €
estabelecido durante a foliculogénese e ovogénese é necessario quando se
vislumbra a possibilidade futura de uso de ovocitos oriundos de foliculos pré-antrais
para a producdo de embrides. Além disso, pode contribuir para a melhoria dos
sistemas comerciais de producéao in vitro de embrides, considerando a possibilidade
de que esse processo possa se estender ou ser finalizado durante a fase de

maturacdo do ovacito.
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