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RESUMO

A inativacdo do cromossomo X (ICX) € um mecanismo epigenético de compensacédo de
dose génica que visa ao silenciamento de um dos dois cromossomos X presentes nas
fémeas de mamiferos e a um aumento da expressdo de genes localizados no
cromossomo X ativo em niveis comparaveis aos dos genes localizados em autossomos.
Em fémeas marsupiais a ICX € por imprinting com a inativacdo do X paterno. Em
fémeas de mamiferos eutérios, a ICX é aleatdria e assim afeta quantitativamente tanto
o0 X materno quanto o X paterno em diferentes células. Contudo, em humanos, 10% das
mulheres exibem padrdes ndo aleatérios de ICX, em que um dos cromossomos X €
preferencialmente inativado. Uma das marcas epigenéticas mais estudadas na ICX é a
metilacdo em residuos citosinas no contexto do dinucleotideo CpG. As regifes
promotoras dos genes localizados em cromossomos ativos estdo geralmente
desmetilados ou hipometilados. Embora existam modelos mamiferos para o
entendimento do mecanismo de ICX, ainda ndo se tem um modelo primata. Nesse
sentido, o sagui (Callithrix jacchus), pelo seu tamanho pequeno, desenvolvimento
rapido, procriacao rapida e genoma mais proximo ao humano poderia ser um modelo.
Objetivos: Identificar locos polimérficos do tipo microssatélite (short tandem repeats,
STR) proximos a ilhas CpG no cromossomo X de Callithrix jacchus visando ao
desenvolvimento de marcadores que exibam elevadas taxas de heterozigose e que
sejam informativos quanto ao estado de metilacdo dos cromossomos X. Métodos: A
estratégia de mineracdo de locos STR consistiu da varredura in silico da sequéncia de
referéncia do DNA do cromossomo X em sagui, comparacao e conferéncia dos alvos
homologos em humanos e selecdo dos locos conservados quanto a informatividade
conhecida ou predita em humanos. Para averiguacdo do polimorfismo em sagui, DNA
gendbmico extraido de diferentes tecidos de 22 saguis (14 fémeas e 8 machos) foi
genotipado por PCR quantificava por fluorescéncia (QFPCR). O estado de metilagéo
pontual foi determinado por Digestdo Enzimatica Sensivel a Metilagéo associada a PCR
quantitativa fluorescente e analise dos produtos de amplificagédo por eletroforese capilar

de alta resolucdo. Visando desenvolver um marcador de DNA para sexagem genética



foram investigados locos polimérficos no gene da amelogenina (Amgx/Amgy) e no
cromossomo Y. Resultados: Um loco STR candidato contendo a repeticdo perfeita
tetranucleotidica (GAAA), a montante da regido promotora predita para o gene RP2 foi
identificado, com as caracteristicas de predicdo desejadas. Em saguis fémeas foram
observados dois alelos (317pb e 328pb) enquanto em machos apenas o alelo maior.
Nas fémeas heterozigotas o perfil de ICX foi aleatério em todos os tecidos analisados.
Um loco contendo trés INDELs no gene Amg se mostrou monomorfico em ambos os
sexos. Dois locos STR (DYS389478 e DYS990506), selecionados da sequéncia de
referéncia do cromossomo Y, renderam perfis dialélicos, inclusive em fémeas.
Conclusdes: O loco STR contendo a repeticdo (GAAA)n perto do gene RP2 foi
utilizado para desenvolver um ensaio de digestdo enzimatica sensivel a metilacdo
associada a PCR quantitativa fluorescente para a interrogacdo pontual do estado de
metilacdo dos cromossomos X em saguis. O marcador contendo INDELS no gene Amg
nao discriminou saguis machos de fémeas. Os dados sugerem que o Callithrix jacchus

seja um bom candidato a modelo primata de estudo da ICX.

Palavras-chave:, Callithrix jacchus, Callithrix penicillata, Ensaio AR, Enzima de
restricdo sensivel a metilacdo, Gene RP2, Hibridos, llha CpG, Inativacdo do

Cromossomo X, Metilagéo, Sagui
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ABSTRACT

Introduction: X chromosome inactivation (XCI) is an epigenetic mechanism of gene
dose compensation that aims at silencing one of the two X chromosomes present in
females of mammals and at an increase of the expression of genes localized in the
active X chromosome to levels comparable to those of genes localized in autosomes. In
female marsupials, XCI is by imprinting with the inactivation of the paternal X
chromosome. In females of eutherian mammals, XCI is random and thus it quantitatively
affects both maternal and paternal X chromosomes in different cells. Nevertheless, in
humans, 10% of women exhibit non-random patterns of XCI, in that one of the two X
chromosomes is preferentially inactivated. One of the epigenetic marks more studied in
XCl is the methylation of cytosine residues in the context of the dinucleotide CpG
sequence. Promoter regions of genes localized in the active X chromosome are
normally unmethylated or hypomethylated. Although there exist mammalian models for
the understanding of the mechanism of XCI, no primate model is available. In that
respect, Callithrix jacchus (White-tufted-ear marmoset), for its small size, rapid
development, rapid procreation, and genome more related to humans could be a
working model. Objectives: To identify polymorphic loci of the microsatellite type (short
tandem repeats, STR) proximal to CpG islands in Callithrix jacchus X chromosome
aiming at the development of DNBA markers that exhibit elevated rate of heterozygosity
and that are informative in relation to the methylation stated of X chromosomes.
Methods: The strategy for mining STR loci consisted in an in silico scan of the reference
DNA sequence of X chromosome in white-tufted-ear marmoset, comparison and
validation of homolog targets in humans, and selection of conserved loci with respect to
known or predicted informative potential in humans. To query for the polymorphism in
white-tufted-ear marmoset, genomic DNA extracted from different tissues of 22 animals
(14 females and 8 males) was genotyped by quantitative fluorescence PCR (QFPCR),
The methylation state at single nucleotide level was determined by a methylation-
sensitive restriction enzyme-based PCR assay and analysis of amplicons by high
resolution capillary electrophoresis, Aiming at developing a DNA marker for genetic sex
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determination the genes polymorphic loci in the amelogenin (Amgx/Amgy) gene and in
the Y chromosome were investigated. Results: A candidate (GAAA)n tetranucleotide
repeat-containing STR locus, upstream of the predicted promoter region of the RP2
gene was identified, with the desired predicted features. In female white-tufted-ear
marmosets two alleles ((317bp and 328bp) were observed while in males only the major
allele was observed. In heterozygote females, XCI was random in all tissues analyzed. A
locus containing tree indels in the Amg gene was monomorphic in both sexes. Two STR
loci (DYS389478 e DYS990506), chosen from the reference Y chromosome sequence,
yielded varying diallelic profiles inclusive in females. Conclusions: The (GAAA)-
containing STR locus at the RP2 gene was developed into a methylation-sensitive
restriction enzyme-based QFPCR assay for interrogation of the methylation state of the
X chromosomes in Callithrix jacchus. The INDEL-containing locus at the Amg gene did
not discriminate male from female white-tufted-ear marmosets. The data suggest that

Callithrix jacchus may be a good primate candidate model to study XCI.

Keywords: AR assay, Callithrix jacchus, CpG island, methylation, methylation-sensitive

restriction enzyme, RP2, white-tufted-ear marmosets, X chromosome inactivation,
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1. INTRODUCAO

1.1. Epigenética

Nas células eucaridticas, o DNA encontra-se organizado em uma estrutura
primaria denominada nucleossomo onde a dupla fita se enrola em torno de um nucleo
proteico formado por um octamero de histonas (core). O nucleossomo é a unidade
basica da cromatina que, em sua configuracdo nativa, € inacessivel aos complexos de
iniciacdo da transcricdo. No entanto, algumas modificacbes quimicas nas unidades das
histonas, que compdem a particula core, e na propria molécula do DNA, sdo sinais para
a ligacdo de complexos remodeladores da cromatina, que a modificam em
conformacdes repressivas ou permissivas para a transcricdo (Hsieh, 1994; Fukuda et
al., 2006; Bonasio et al., 2011). No conjunto, estas modificagcbes sdao denominadas de
epigenéticas. As modificacbes epigenéticas constituem um mecanismo especial de
regulacdo da expressao génica. Esse nivel de regulacéo se sobrepde aquele associado
a sequéncia do DNA.

As modificacbes epigenéticas sdo tdo robustas que mesmo gémeos
monozigdticos podem ser identificados através da analise de seus padrdes
epigenéticos exclusivos (Tammen et al., 2012). Estas modificacdes incluem a metilagéo
do DNA e as modificacbes das histonas. Sao consideradas reversiveis, por nao
alterarem a sequéncia do DNA, e herdaveis, por serem transmitidas de forma estavel
apos sucessivos ciclos de divisdo celular (Jaenisch e Bird, 2003; Fackler et al., 2004;
Ushijima, 2005; Rando, 2006; Tammen et al.,, 2012). Assim, as modificacdes
epigenéticas fornecem estabilidade e diversidade ao fendtipo celular. Afetando o
potencial transcricional local por modificacbes das marcas nos genes que Sao
conservadas ou regeneradas durante a divisdo celular (Laird, 2010).

A metilacdo do DNA é a modificacdo epigenética melhor caracterizada até o
momento (Garcia-Gimenez et al.,, 2012), exercendo grande importancia no
silenciamento e regulacdo génica, em particular no imprinting genémico, na inativagao
do cromossomo X (ICX) e no silenciamento de transposons (Teixeira e Colot, 2009; Bell
et al.,, 2011). Em eucariotos, ela é encontrada predominantemente no carbono da

posicdo 5 da citosina seguida por uma guanina no dinucleotideo CpG. Esta modificacéo



€ biologicamente relevante quando ocorre simetricamente em regides ricas em
dinucleotideos CpG conhecidas como ilhas CpG (Herman et al., 1996; Turan et al.,
2010). Em mamiferos, também € observada metilacdo em citosinas ndo-CpG; esta é
exclusivamente encontrada em células-tronco embrionérias (Lister et al., 2009).

No geral, a metilacdo do DNA nas ilhas CpG presentes nas regibes promotoras
resulta em silenciamento génico devido a inibicdo estérica da ligacdo dos complexos de
transcricdo as regides regulatorias (Bernstein et al., 2007) ou pelo recrutamento de
proteinas que se ligam as sequéncias CpG metiladas iniciando modificacbes
epigenéticas coordenadas na cromatina (Esteller, 2007; Laird, 2010).

Como a metilagdo do DNA é uma marca epigenética herdavel, a manutencéo e a
transmissao precisa desses padrées as células filhas é um processo essencial do ciclo
celular e em genes transcricionalmente ativos, estas ilhas sdo normalmente néo
metiladas. Entretanto, elementos repetitivos e a regido promotora de alguns genes
caracterizados por auséncia de expressao sdo geralmente metiladas na maioria dos
tecidos (Espada e Esteller, 2010). E importante destacar que a metilacdo do DNA
resultando em repressao transcricional foi também observada em regides conhecidas
como shores de ilhas CpG localizadas a até 2Kb de uma ilha CpG tipica e que
apresentam uma densidade de CpG bem menor (Irizarry et al., 2008; lllingworth et al.,
2011).

Nas histonas, as modificacbes que ocorrem apdés a traducao representam outro
grupo de modificacBes epigenéticas que mostram um maior nivel de complexidade e
diversidade. Essas envolvem, entre outras, acetilagdo, metilagdo, fosforilacdo e
ubiquitinacado de aminoacidos especificos. As interacdes entre a metilacdo do DNA e as
modificacdes das histonas determinam um efeito importante na expressdo génica
durante o desenvolvimento embrionario e na diferenciacdo celular (Esteller, 2007,
Tammen et al., 2012).

O padrdao de metilacdo normal do DNA nas células é mantido através das
sucessivas divisdes celulares em tecidos adultos e a heranca desta informacdo é
denominada de Heranca Epigenética (Laird, 2003). Alteracdes neste padrdo de
metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas sdo comuns em muitas doencas humanas,

como o cancer, e ha evidéncias de que a perda da regulacédo epigenética pode ser o



evento transformante preliminar (Feinberg, 2005; Turan et al., 2010). Como exemplo,
podemos citar a hipometilacdo global do DNA e a hipermetilagdo promotor-especifica
(Lujambio et al., 2007) que sao normalmente observadas em neoplasias benignas e em
tumores em estagio inicial. Isto sugere que essas alteracdes epigenéticas sdo eventos
precoces na perda da homeostasia celular e podem, inclusive, preceder mutacdes
genéticas e instabilidade gendmica (Tammen et al., 2012).

Portanto, a identificacdo dos perfis anormais de metilacdo ndo s6 em ilhas CpG,
mas também em regides adjacentes, € importante para a compreensdo tanto da
expresséo génica normal como em diferentes doengas. O conhecimento dos eventos
moleculares que iniciam e mantém o silenciamento epigenético pode levar ao
desenvolvimento de abordagens relacionadas a identificacdo de marcadores para
diagnoésticos e prognosticos de doencas humanas, bem como de terapias alternativas
capazes de reverter esses eventos que conduzem a proliferagéo celular anormal (Baylin
e Ohm, 2006).

O estudo epigenético ndo se baseia apenas na metilacdo do DNA. Outro evento
epigenético também esta associado com a estrutura da cromatina e que também
apresenta um papel importante no controle da expressdo génica, € a acetilacdo e
metilacdo das histonas (Mukai e Sekiguchi, 2002; Cedar e Bergman, 2009). A
acetilacdo de varios residuos de aminoéacidos das histonas H3 e H4 est4 geralmente
associada com a configuracdo da cromatina ativa (eucromatina) e, portanto com a
expressao génica. Ao contrario, histonas desacetiladas estdo geralmente associadas
com a cromatina condensada (heterocromatina) e consequentemente com a repressao

génica (Reik et al., 2003; Eissenberg e Shilatifard, 2010).

1.2. Metilacdo do DNA

A metilagdo do DNA consiste em uma modificagdo covalente resultante da
atividade de uma familia de enzimas denominada DNA metiltransferases (DNMT) que
catalisam a transferéncia do grupo metil da S-adenosilmetionina (SAM) para um residuo
de citosina que antecede uma guanina - dinucleotideo CpG (Strathdee e Brown, 2002;
Bell et al., 2011). Cinco membros da familia DNMT j& foram descritos em camundongos

e o0 papel de cada uma deles durante o desenvolvimento foi estudado mediante analise



fenotipica de camundongos com mutac6es em seus genes (Jaenisch e Bird, 2003;
Jones, 2012).

A primeira enzima a ser identificada foi a DNMT1 e sua funcédo é a de manter o
padrao de metilacdo apds a sintese da nova fita do DNA, desde que a fita mae também
esteja metilada uma vez que ela exibe maior atividade no DNA hemi-metilado do que no
nao-metilado (Strathdee e Brown, 2002). Alguns trabalhos tém demonstrado que
DNMT1 interage com a maquinaria de replicacdo por meio da ligagdo com o antigeno
nuclear de proliferacao celular (Jones, 2003); este achado reforca o papel desta enzima
em manter o padrdo de metilacdo normal da célula. Subsequentemente, duas outras
enzimas — DNMT3a e DNMT3b — foram identificadas. Ao contrario da DNMT1, estas
enzimas nado apresentaram preferéncia por DNA hemi-metilado (Jones e Baylin, 2002;
Jones, 2012).

Foi demonstrado que a perda homozigética para qualquer uma destas trés
enzimas é letal em camundongos e a acdo delas é provavelmente vital para o correto
padrao da expressédo génica durante o desenvolvimento (Li et al., 1992; Strathdee e
Brown, 2002).

Os dois ultimos membros da familia da DNMT sdo a DNMT3L e a DNMT2. A
primeira € uma proteina que ndo apresenta atividade catalitica, mas localiza-se
juntamente com DNMT3a e DNMT3b sendo essencial para o estabelecimento do
imprinting em linhagens germinativas femininas. Por Gltimo, a delecdo da DNMT2 né&o
apresentou nenhuma alteracao no fenétipo de camundongos, no entanto, este gene é
conservado em Drosophila, sendo altamente expresso durante a oogénese (Jaenisch e
Bird, 2003).

No genoma humano, os dinucleotideos CpG estdo presentes em uma frequéncia
de 5 a 10% e 70-80% destes dinucleotideos estdo metilados e localizados em regides
ndo codificadoras (Tammen et al., 2012). Durante a evolu¢cdo humana, a frequéncia de
CpG no genoma vem diminuindo devido as altas taxas de desaminagcdo espontanea
gue sofrem as 5Smetil-citosinas (5mC) (Verma e Srivastava, 2002; lllingworth e Bird,
2009). Aproximadamente 80% dos sitios CpG em humanos tem sido perdidos desta
forma. No entanto, em todo o genoma tém-se preservado pequenas extensdes de 0,5-5

Kb ricas em CpG e que sdo denominadas de ilhas CpG (Jones, 2003; Aerts et al.,



2004). A importancia funcional das ilhas CpG dentro dos promotores estd associada
com a repressao transcricional dos genes (Strathdee e Brown, 2002).

O papel da metilacdo do DNA na célula normal é claramente importante durante
o desenvolvimento dos mamiferos iniciando com uma onda de demetilacdo durante a
clivagem ap06s a implantacdo do 6vulo fecundado. A demetilagdo € um processo ativo
no genoma paterno e ocorre logo apos a fertilizagédo, pelo contrario, 0 genoma materno
€ passivamente demetilado durante as subsequentes clivagens. A metilacdo do
genoma do embrido ocorre na gastrulacdo e tende a diminuir durante a diferenciacéo
em tecidos especificos. (Jaenisch e Bird, 2003; Migicovsky e Kovalchuk, 2011).

Embora a metilacdo do DNA ndo seja um mecanismo usual para a regulacéo
normal da expresséo génica, algumas vezes ela pode realizar este propdsito. E o caso,
por exemplo, daqueles genes cuja expressao esta restrita as linhagens germinativas do
macho ou da fémea e que nao séo expressos em nenhum tecido adulto, como os genes
da familia MAGE e LAGE (Esteller e Herman, 2002). Da mesma forma, ela tem sido
postulada como um mecanismo de silenciamento de alguns genes tecido-especifico,
ela € o mecanismo fundamental para o controle da expresséao génica ocorrendo apenas
na ICX em fémeas e no imprinting de genes nos quais o alelo ndo expresso (paterno ou
materno) apresenta a sua regiao promotora metilada (Strathdee e Brown, 2002).

Outro papel biolégico da metilacdo do DNA em células normais é a repressao de
transposons, retrovirus e alguns elementos repetitivos, limitando assim a propagacao
destes elementos pelo genoma (Mukai e Sekiguchi, 2002). Estas sequéncias
parasitarias podem ser controladas por represséo transcricional mediada por muitas
proteinas hospedeiras, mas é possivel que a principal linha de defesa contra a
expressdo destas sequéncias seja a inativacdo através da metilacdo dos seus
promotores (Esteller, 2003; Eissenberg e Shilatifard, 2010). Assim, tem sido proposto
gue a metilacdo do DNA foi primariamente um mecanismo de defesa do hospedeiro
contra parasitas intragendmicos e que as outras funcbes, como o imprinting, por

exemplo, poderiam ter evoluido a partir deste sistema de defesa (Reik et al., 2003).



1.3. Surgimento dos cromossomos sexuais

A origem dos cromossomos sexuais X e Y em humanos parece ser autossomica,
com a aquisicdo por um dos pares autossdémicos de um locus de determinacédo sexual
como o fator de determinagéo testicular (TDF-Testis Determining Factor, SRY). Essa
aquisicdo, determinante da formacgé&o de testiculos, em combina¢cdo com o acumulo de
genes também especificos do sexo masculino, teria levado a diminuicdo de regides
recombinantes entre os dois homélogos (Charlesworth, 1991; Ross et al., 2005). Os
cromossomos sexuais foram divergindo progressivamente. A falta de recombinacéo ao
longo dos cromossomos X e Y na meiose levou a uma rapida reducédo do cromossomo
Y, restando apenas pequenas regides com homologia no X, como as regides pseudo-
autossdmicas, importantes para o correto pareamento dos Cromossomos sexuais no
processo de meiose (Graves, 2006). No Homo sapiens moderno, 0 cromossomo X tem
cerca de 155 Megabases (Mb) (Ross et al., 2005), enquanto que o Y com quase 60Mb
(Skaletsky et al., 2003).

Na primeira fase do desenvolvimento embrionario em mamiferos, as gbénadas
sdo consideradas indiferenciadas ou bipotenciais sendo chamadas assim por nao
apresentarem diferenca histoldégica entre uma gdnada masculina de uma gbénada
feminina. Porém, a presenca do cromossomo Y no genoma do embrido na 62 semana
da gestacdo é que faz com que os testiculos se desenvolvam a partir da gdnada
indiferenciada, processo mediado pelo gene localizado no cromossomo Y determinante
do sexo (SRY) (Graves, 2006).

1.3.1 O cromossomo X humano e o mecanismo de compensacéao de dose

A primeira sequéncia do cromossomo X humano foi publicada em 2005. A dltima
versao do genoma humano foi depositado em outubro de 2012 (NC_000023.10) é
conhecido como. O conteudo de G+C (39%) do cromossomo X € mais baixo que a
meédia do genoma (41%). Na sequéncia de referéncia do cromossomo X humano foram
anotados 1098 genes (7,1 por Mb), uma das mais baixas densidades génicas
comparada a outros cromossomos. Os exons dos 1098 genes correspondem apenas
1,7% da sequéncia completa do cromossomo X e 33% da sequéncia é transcrita. O
comprimento médio de um gene no cromossomo X € de 49 Kilobases (Kb). Contudo, o



cromossomo X possui 0 maior gene conhecido do genoma humano, o da distrofina
(DMD) localizado em Xp21.1, que se expande por 2.220.223 bp (Ross et al., 2005).

O cromossomo X possui muitas caracteristicas que sdo Unicas no genoma
humano. Mulheres herdam um cromossomo X de cada um dos pais, enquanto 0s
homens herdam somente o cromossomo X materno. Embora o cromossomo X
contenha somente 4% de todos os genes humanos, quase 10% das doencgas com
padrdo de heranca mendeliana tém sido atribuidas ao cromossomo X (Ross et al.,
2005).

As doencas recessivas ligadas ao X afetam principalmente homens devido ao
carater de hemizigose para a maioria dos genes. Outras doencas ligadas ao sexo
podem exibir caracteristicas atipicas que resultam do processo de inativagcdo do
cromossomo X e de consequéncias de mosaicismo em alguns tecidos, o que significa
na ocorréncia de células com constituicdo cromossémica variada (Ballabio et al., 2006).

O dimorfismo cromossémico € caracteristico de organismos com determinacao
sexual genética. Com isso, duas importantes implicagcbes surgem devido a perda de
genes no cromossomo Y em relacdo aos seus equivalentes que permaneceram no X:
primeira, 0s genes do cromossomo X estdo presentes em uma Unica cépia no sexo
heterogamético (XY), resultando em hemizigose quando comparados aos genes
autossOmicos, presentes em dose dupla em ambos 0s sexos. Uma segunda
consequéncia esta relacionada ao fato de que 0s genes no cromossomo X estdo
presentes em dois alelos no sexo homogamético, o que resultaria em dose desigual
desses produtos génicos entre 0s sexos. A expressdo aumentada de alguns genes
pode ser necessaria para definir tracos fenotipicos que diferem os sexos (Berletch et al.,
2011) A evolucao de intrincados mecanismos epigenéticos garantiu a compensacao de
dosagem dos produtos transcricionais de genes presentes no X, protegendo o0s
organismos dos efeitos deletérios relacionados a monossomia do X (Straub e Becker,
2007).
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1.4. Inativag&do do cromossomo X

Desde o final da década de 1940, ja se sabia que 0 nucleo das células de
fémeas e machos de mamiferos apresentava uma alteragcdo morfologica que poderia
ser considerada uma espécie de dimorfismo sexual. E possivel observar no nicleo da
célula feminina um corpusculo periférico que tem a propriedade de se corar mais
fortemente. Este recebeu posteriormente o nome de corpusculo de Barr, a cromatina
sexual (Barr e Bertram, 1949). Dez anos depois, o grupo de Susumu Ohno publicou
dois trabalhos reportando que cada cromossomo X das fémeas apresentava um
comportamento distinto (Ohno et al., 1959) (Ohno e Hauschka, 1960). Eles observaram
que, nas fémeas, um dos Cromossomos sexuais se comportava como 0S autossomos,
entretanto, 0 outro se apresentava sempre mais condensado e com propriedades
heterocrométicas. Os autores relacionaram o X heterocroméatico com a cromatina
sexual que havia recentemente sido descrita por (Barr e Bertram, 1949).

No ano seguinte, a renomada pesquisadora Mary Lyon publicou um curto
trabalho no qual associava a cromatina sexual com o X inativo (Xi) (Lyon, 1961).
Através da observacdo fenotipica da cor da pelagem de camundongos (uma
caracteristica ligada ao X), Lyon sugeriu que, em diferentes células somaticas de um
mesmo organismo, a cromatina sexual pode ser tanto o cromossomo X herdado da
mae, como o do pai. Ela salientou ainda que a cromatina sexual €, na verdade, o
cromossomo X geneticamente inativo. Em humanos, a primeira constatacdo de que a
ICX ocorre também de maneira aleatéria foi publicada apenas alguns meses depois do
trabalho de Mary Lyon (Beutler et al., 1962).

Ao avaliarem o sangue de mulheres heterozigotas para a deficiéncia da enzima
G6PD (transcrita por um gene presente no cromossomo X), 0S pesquisadores
perceberam que existiam duas populagdes de células: uma populacdo com atividade
normal dessa proteina e outra sem atividade. Os autores propuseram que, por algum
periodo no desenvolvimento, ocorre um processo aleatério de distribuicdo de células
com atividade do X paterno (Xp) ou materno (Xm), tornando as mulheres, assim,
mosaicos em relacdo a ICX. No mesmo ano, Lyon publicou um extenso trabalho no

qual descreveu diversos exemplos fenotipicos derivados do padrdo aleatorio de
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inativacdo do cromossomo X, observados em fémeas de camundongos, gatos e
humanos (Lyon, 1962).

Nos ultimos 50 anos, os fendmenos relacionados a ICX, bem como os
mecanismos do processo de inativacdo, tém sido extensivamente estudados em
camundongos, humanos e também em alguns animais domeésticos. Entretanto, apesar
dos esfor¢os para elucidar os eventos iniciais responsaveis por esse processo, estes
ainda ndo sédo completamente compreendidos. A ICX é um impressionante exemplo de
modificacdo e regulacdo epigenética que ocorre durante o desenvolvimento
embrionario, e que pode ser estudada in vitro durante a diferenciacédo de células-tronco
embrionarias de camundongos (Payer e Lee, 2008). Uma vez iniciada a ICX, sua
estabilidade é mantida durante as sucessivas divisdes celulares e, assim, células em
uma populacéo clonal terdo sempre 0 mesmo cromossomo X inativo (Xi).

A estabilidade durante as mitoses € resultado de um sinergismo entre multiplos
fatores epigenéticos que caracterizam o estado inativo do cromossomo X (Csankovszki
et al., 2001). Esse estado heterocromético do Xi se deve a um complexo processo de
multiplas etapas, que envolvem mecanismos de contagem (quando a célula identifica
guantos cromossomos X estdo presentes por genoma hapléide); de escolha do futuro
Xi (Qque compromete todos menos um cromossomo X ao processo de inativacdo); de
inicio do processo de silenciamento; e manutencdo do estado inativo. Um loco chave
para a ICX é o Centro de Inativacdo do Cromossomo X (XIC — do inglés X Inactivation
Centre), primeiramente descrito em camundongos e posteriormente em humanos
(Rastan e Cattanach, 1983; Brown et al., 1991).

Antes de se estabelecer a inativacdo, em cada célula do embrido, ocorre uma
intima interacdo entre os XIC homologos (Bacher et al., 2006; Xu et al., 2006). Essa
interacdo esta diretamente relacionada aos processos de contagem, escolha e iniciacdo
do silenciamento, sendo que cada célula ira inativar todos menos um cromossomo X
por genoma diploide. Assim, espera-se que células femininas 2n tenham um Xi e um X
ativo (Xa) e células 4n apresentem dois Xi e dois Xa. E interessante observar que as
células de homens com a sindrome de Klinefelter (47,XXY) também apresentam um Xi
e um Xa, ja mulheres com a sindrome de Turner (45,X) possuem apenas um X ativo. O

inicio do silenciamento depende da expresséo, durante a embriogénese, de um gene
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especial localizado dentro da regido do XIC, o XIST em humanos (Xql13.2), Xist nos
outros mamiferos (do inglés X-inactive specific transcript). Em um primeiro momento, o
gene XIST/Xist tem sua expressao positivamente regulada e transcreve para um RNA
nuclear ndo codante (ncCRNA) que se associa em cis ao longo de toda a extensao do
futuro Xi (Brockdorff et al., 1992; Brown et al., 1992; Clemson et al., 1996).

Em camundongos, foi identificado um gene anti-sentido ao Xist, o Tsix (do inglés
-X (inactive-specific transcript, antisense) (Lee et al., 1999). A sequéncia de Tsix se
sobrepde a toda a extenséo de Xist, e sua expressao esta relacionada a supressao de
Xist, mantendo o X ativo (Lee e Lu, 1999). O homodlogo TSIX humano foi descrito em
2001 (Migeon et al., 2001).

Em extensdo, o TSIX ndo cobre a regido promotora de XIST (fundamental para
sua repressao), pois possui uma extremidade 3’ truncada, e ainda, suas ilhas CpG séo
incompletas se comparadas as de camundongos (Migeon et al., 2001). Ao contrario do
que se observa claramente em experimentos com células de murinos, foi detectada a
expressdo de TSIX em células humanas diferenciadas a partir do Xi, ou seja, do mesmo
cromossomo que expressa XIST (Migeon et al., 2002).

Uma vez que o cromossomo X é silenciado, ele € mantido neste estado nas
células sométicas durante toda a vida do organismo de maneira estavel, mesmo apés
as sucessivas mitoses. Em termos gerais, 0 estado inativo € mantido por uma acgéo
conjunta de mecanismos como metilacdo de suas ilhas CpG, a constante transcricao de
XIST/Xist, modificacbes das histonas (metilagdo e hipoacetilagdo), e a presenca da
variante de histona macroH2A (Csankovszki et al., 2001; Mietton et al., 2009).

Em humanos, ainda que a maioria dos genes no cromossomo Xi esteja
silenciada, 15% deles permanecem transcricionalmente ativos e outros 10%
apresentam padrdes de atividade que podem variar até mesmo entre os individuos
(Anderson e Brown, 1999; Carrel e Willard, 2005). Estes genes, incluindo muitos sem
equivalentes funcionais no cromossomo Y, estdo provavelmente relacionados com as
diferencas entre os géneros e também podem explicar as anormalidades clinicas
reconhecidas em pacientes com aneuploidias e poliploidias do cromossomo X(Disteche,

1999). Dessa maneira, os produtos transcricionais dos genes que escapam a ICX
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devem ter papel nos fenotipos encontrados em individuos com a sindrome de
Klinefelter (Disteche, 1999; Payer e Lee, 2008).

Varios modelos animais para inativacdo vém sendo estudados com intuito de
melhor entender o mecanismo de inativacdo do cromossomo X e doencgas relacionadas
a inativagdo, os animais mais utilizados sdo camundongos, caes, suinos, bovinos e
equinos (Yen et al., 2007; Jiang et al., 2009; Wang et al., 2011; Jeon et al., 2012; Wang
et al.,, 2012). Ainda nao existe modelo animal em primatas. A proposta do presente
trabalho é explorar a possibilidade de usar o sagui-de-tufos-brancos (Callithrix jacchus)

como modelo primata para o estudo do mecanismo de ICX.

1.5. O sagui-de-tufos-brancos Callithrix jacchus (Linnaeus, 1758)

Dentre os diferentes grupos da classe Mammalia, Primates € considerada a
primeira ordem na classificacdo zooldgica, dada a ser a com mais caracteristicas
derivadas do Reino Animal. Praticamente todos os individuos dessa ordem encontram-
se em terras tropicais ou semitropicais, proximas a linha equatorial. Os primatas
compartilham uma historia evolutiva comum e sao classificados em grupos que refletem
esse relacionamento evolutivo. O primeiro grupo compreende o0s platirrinos ou primatas
do Novo Mundo, que inclui as familias Callitrichidae e Cebidae e o segundo grupo
compreende o0s catarrinos ou primatas do Velho Mundo, que inclui as familias
Cercopithecidae, Hylobatidae, Pongidae e Hominidae (Brown, 1997; Moraes et al.,
2006).

Dentre os platirrinos, a familia Callitrichidae € integrada por cinco géneros, sendo
que Callithrix e Leontopithecus habitam o ecossistema da Mata Atlantica e com um
representante no Cerrado (Callithrix penicillata), ao passo que Mico, Cebuella e
Saguinus sao exclusivos do ecossistema Amazonico (Nagamachi et al., 1997).

Os representantes do género Callithrix sdo os saguis, que representam o0s
menores macacos existentes; pesam entre 200 e 400g e medem entre 20 e 30cm.
Apresentam pelagem longa, densa, de coloracao cinza rajada com tufos nas orelhas de
cor preta (C. penicillata), branca (C. jacchus) ou cinza (hibrido das 2 espécies: C.

penicillata/ C. jacchus)(Figura 1) (Nagamachi et al., 1997). Sdo encontrados nas selvas
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da América do Sul e Central, desde a Zona do Canal, no Panama, até o Estado do
Parana. Os grandes centros de distribuicdo das espécies séo a floresta amazbnica e a
floresta atlantica. Vivem nas regides do Nordeste, Centro Oeste e Norte de Sdo Paulo
(Morais e Romijn, 2010).

Os saguis sé@o onivoros, alimentam-se tanto de produtos de origem animal
quanto de origem vegetal. Na natureza, os calitriquideos alimentam-se de insetos,
pequenos vertebrados (aves, répteis, roedores), frutas, ovos, graos, tubérculos e flores.
Possuem denticdo e mordeduras diferenciadas, caninos inferiores curtos e incisivos
inferiores estreitos e longos, lateralmente compressos e providos na parte dianteira de
grossa camada de esmalte e resistentes ao desgaste, o que favorece a busca de
gomas e exsudatos, sendo capazes de perfurar a casca e fazer buracos em troncos e
galhos de arvores. Sao animais inteligentes, com expressdes faciais e muito ageis
(Verona e Pissinatti, 2006). Em vida livre, os saguis vivem em grupos familiares,
normalmente com uma fémea reprodutora, um ou mais machos, dois a quatro
subadultos e dois juvenis, e sdo animais migratorios, sujeitos a sazonalidade alimentar
(Verona e Pissinatti, 2006).

O Callithrix jacchus é um primata do novo mundo pertencente a familia
Callitrichidae. Os animais sdo nativos das florestas da costa atlantica no nordeste do
Brasil, sdo encontrados nos biomas: Caatinga, Cerrado, e Mata Atlantica, circundado
pelos Rios Sdo Francisco, ao norte, e Rio Paraiba, ao leste (Auricchio, 1995). Esta
espécie apresenta grande flexibilidade ecol6gica ao permear com sucesso por areas
florestas primarias e secundarias, vegetacdes xerofitas, clareiras, habitats de borda e
florestas de galeria. E pequeno no tamanho, com os adultos pesando 350-400g. O ciclo
de vida de saguis € relativamente curto em comparacdo com outros primatas nao
humanos, pois atingem a maturidade por volta dos 18 a 24 meses de idade, a partir dai
reproduzem-se até chegar a velhice a partir dos 8 anos de idade podendo chegar até os
16 anos de vida (Abbott e Hearn, 1978). Muitos espécimes de Callithrix jaccus e
também de outras espécies como do Callithrix penicillata foram introduzidos pelo
homem, por meio do tréfico ilegal, para serem utilizados como animais de estimacéo,
com isto, acabaram se dispersando para variados tipos de matas do Brasil (Abbott et
al., 2003; Reis, 2008).
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Figura 1. Hibrido de Callithrix jacchus e Callithrix penicillata ou sagui-de-tufos-cinzas (De
Morais et al., 2011)

O sagui ndo é uma espécie em extingdo, sendo considerada, no contexto de
conservagao, como pouco preocupante pela Unido Internacional para a Conservacao
da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN ou International Union for Conservation of
Nature, http://www.iucn.org). O sagui € também atraente para a pesquisa cientifica
porque a populacdo natural e em cativeiro ndo € limitante, com a facilidade de manejo e
acompanhamento de varias geracbes em prazos relativamente curtos em comparagao
com primatas de maior porte (Abbott et al., 2003; Mansfield, 2003).

Callithrix jacchus tem um grande potencial como um modelo primata alternativo
para 0 estudo de doencas humanas, tendo muitas vantagens para a disfungéo
metabdlica associada com a obesidade modelagem durante toda a vida, bem como as
disfuncdes que podem ser causadas pelo envelhecimento, em si. (Tardif et al., 2011).
Estudo comportamental e hormonal em Callithrix jacchus (Barbosa e Da Silva Mota,
2013). O sagui foi demonstrado ser um excelente modelo para estudar o
envelhecimento, a reproducdo, neurociéncia, toxicologia e doencas infecciosas
(Mansfield, 2003). Mas ainda néao foi testado para ICX.
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1.5.1. Os cromossomos X e Y do sagui

O primeiro esboc¢o (Build 1.1) do genoma do sagui foi postado e este esta disponivel
desde 21-Jan-2010 em banco de dados publicos pelo Baylor College of Medicine e
Washington University School of Medicine. Disponivel em

http://genome.wustl.edu/genomes/detail/callithrix-jacchus/. O cromossomo X de

Callithrix jacchus possui tamanho aproximado de 142Mb com um total de 1299 genes
descritos com uma média de 9 genes por Mb (maior que em humanos que a média € de
7 genes por MB). O cromossomo Y tem seu DNA parcial depositado contendo 3Mb e

somente 28 genes descritos.

1.6. Marcadores Moleculares STR

Os marcadores moleculares podem ser definidos como sendo qualquer fenétipo
molecular oriundo de um gene expresso, como no caso das isoenzimas, ou de um
segmento especifico de DNA correspondente a regifes expressas, ou ndo, do genoma.
Esses apresentam um comportamento Mendeliano simples, por isto podem ser
empregados como marcadores genéticos. Outra caracteristica importante dos
marcadores moleculares € o fato de sua herangca néo ser influenciada pelo meio
ambiente(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os marcadores STR sdo sequéncias curtas de DNA repetidas em série
altamente polimorficas, formados por unidades de repeticdo constituidas por mono, di,
tri, tetra, penta ou hexanucleotideos. Tais marcadores de DNA nao variam somente no
namero ou extensao de suas unidades de repeticdo, mas também no padrdo de
organizacao e distribuicdo destas unidades, assim, sdo divididos em trés categorias:
marcadores STR simples (formados por unidades de repeticdo idénticas); marcadores
STR compostos (formados por dois tipos de unidades de repeticdo); e marcadores STR
complexos (formadas por diversos blocos, com comprimento variado entre as unidades
de repeticdo, e variacdo nas sequéncias consenso) (Butler, 2005).

Estima-se que os marcadores STR estejam presentes em todos 0s organismos
eucariotos, porém ausentes na maioria dos procariotos. Os diversos marcadores STR

variam em extenséo devido a insercdes ou delec¢des (indels) de uma ou mais unidades


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=9483&build=1.1
http://genome.wustl.edu/genomes/detail/callithrix-jacchus/
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de repeticdo, que sdo causadas por um fenbmeno molecular conhecido como
polimerase slippage. Os deslizes da polimerase perante as repeticbes de DNA séo
claramente manifestadas nos produtos da PCR que consistem, além da amplificacdo do
alvo principal, de muta¢cdes de insercfes ou delecbes que diferem da sequéncia alvo
original por multiplas unidades de repeticbes (Shinde et al., 2003). Esses produtos com
menor representacdo quantitativa sdo conhecidos como stutters.

O deslize da polimerase é responsavel por elevadas taxas de mutacao (~0,1%
por loco) que conduzem a elevados graus de polimorfismos entre este tipo de
marcadores (Leclercq et al., 2007). As taxas de mutacfes observadas dependem da
frequéncia de deslizes da polimerase e da eficiéncia no mecanismo de reparo (Fan e
Chu, 2007). As taxas de mutacdes in vitro sdo maiores que as encontradas in vivo
devido ao sistema de reparo da replicacdo do DNA.

A taxa de formacdo de stutter € inversamente proporcional ao tamanho da
unidade de repeticdo. Locos com imperfeicbes nessas unidades tendem a ser menos
mutaveis (Fan e Chu, 2007). MutacBes pontuais também estdo presentes nos STRs,
embora 0 mecanismo de deslizamento da polimerase exceda o niumero deste tipo de
mutac&o por uma a duas ordens de grandeza (Pumpernik et al., 2008). Por este motivo
o presente trabalho usara microssatélites baseados em tetra nucleotideos para evitar o
aparecimento dos stutters.

Os STRs apresentam variabilidade alélica muito alta; este grau de variacdo € o
suficiente para estabelecer relacdes genéticas entre populagdes intimamente ligadas,
subpopulacdes, racas, assim como paternidade, niveis de endogamia, estudos
evolutivos, identificacdo individual, fluxo génico e andlise forense (Chambers e
Macavoy, 2000).

A andlise dos STRs é feita por amplificacdo do DNA gendmico usando
iniciadores que flanqueiam os arranjos nucleotideos repetidos, sendo os produtos de
amplificacbes geralmente separados em geéis de poliacrilamida, pois apresentam
resolucao suficiente para separar os fragmentos de DNA que, em geral, diferem por
poucos nucleotideos (até mesmo 1 ou 2). Os alelos de um STR diferem no nimero de
copias da unidade de repeticdo basica. Os blocos de repeticdo sdo geralmente
menores do que 1kb (Chambers e Macavoy, 2000).
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Resumindo, os locos de STR apresentam as seguintes caracteristicas altamente
desejaveis:

a. Estdo ampla e uniformemente distribuidos pelo genoma dos eucariotos;

b. S&o altamente multialélicos;

c. Sado amplificados via PCR, o que facilita sua obtencdo mesmo com poucas
quantidades de DNA;

d. Iniciadores marcados com fluorescéncia apresentam a vantagem de
possibilitarem sistema multiplex, o que permite avaliar rapidamente um grande
namero de individuos para um grande namero de locos em pouco tempo.

e. Sdo marcadores codominantes, ou seja, ambos os alelos de um individuo

heterozigoto podem ser visualizados.

1.7. Métodos de deteccao do estado de metilacdo e de ativagcdo do cromossomo
X.

Analise direta do padrdo de metilacdo: Consiste no sequenciamento com DNA
pré-tratado com bissulfito de sodio. O tratamento com bissulfito converte residuos
citosinas, no contexto CpG, ndo metilados em Timina (via Uracila), o que leva a perda
da complementaridade entre as fitas DNA e reduz a complexidade da sequéncia em
cada fita. Os residuos metilados de citosina ndo sdo alterados. Assim sendo, o
sequenciamento de DNA tratado com bissulfito permite a identificacdo de citosinas
metiladas por comparacdo dessas regides em sequencias depositadas nos bancos de
dados (Frommer et al., 1992).

O estado de ativacdo dos cromossomos € determinado diretamente por estudos
de expressao génica (Brown et al., 1991; Rupert et al., 1995; Brown e Robinson, 1997;
Carrel e Willard, 1999).

Andlise indireta do padréo de metilacdo: pode ser utilizando enzimas de restricdo
sensiveis a metilacdo. Quando o DNA genbmico é metilado nos sitios de
reconhecimento destas enzimas, estas ndo reconhecem o sitio e ndo cortam o DNA,
portanto identificam indiretamente o estado de metilacdo nesse ponto do cromossomo.

Se ao redor do sitio de digestdao houver um polimorfismo, a tipagem deste genoma



19

podera facilitar a identificacdo dos cromossomos X paterno (Xp) e X materno (Xm); em
conjunto esses ensaios permitem identificar qual X est4 metilado nesse sitio, Xp ou Xm.
Esse resultado permite associar o estado de metilacdo com o estado de ativacdo dos
cromossomos X. A expressao génica pode néao refletir necessariamente o padrao de
metilacdo do gene (Swierczek et al., 2012). O marcador polimérfico mais utilizado para
este tipo de analise em mulheres é o teste do STR CAG no exon 1 do AR (Allen et al.,
1992),conhecido como ensaio HUMARA. O loco STR no gene AR apresenta
heterozigose media de 85% em diferentes populacées. Em Callithrix jacchus no exonl

do gene AR néo possui 0 STR como em humanos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar locos polimorficos do tipo STR proximos a ilhas CpG no cromossomo

X de hibridos de Callithrix jacchus / Callithrix penicillata visando ao desenvolvimento de

marcadores que exibam elevadas taxas de heterozigose e que sejam informativos

guanto ao estado de metilacdo dos cromossomos X.

2.2. Objetivos especificos

a.

Buscar em Callithrix jacchus, regides homdlogas as humanas envolvidas com a
ICX

Mineragao in silico de locos STR utilizando a sequéncia de referéncia do
cromossomo Y de Callithrix jacchus visando a diferenciacdo sexual em Callithrix
jacchus;

Desenvolver marcadores STR especificos do cromossomo X para tipagem de
individuos;

Desenvolver ensaio de interrogacao do estado de metilagdo pontual baseado na
Digestdo Enzimatica Sensivel a Metilagdo associada a PCR quantitativa
fluorescente (DESM-QFPCR);

Verificar a informatividade dos marcadores quanto ao estado de inativacdo dos

cromossomos X de Callithrix jacchus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de estudo
Estudo exploratério, qualitativo, com amostragem por conveniéncia ou
acessibilidade, ndo probabilistica, portanto, destituida de qualquer rigor estatistico,

calculo a priori de tamanho amostral e poder de estudo.

3.1.1. Material biologico

Sangue venoso: amostras de 0,5-2mL de sangue venoso foram coletadas em
tubo contendo anticoagulante EDTA e mantidas sob refrigeracdo até o momento da
extracdo de DNA dos leucécitos.

Tecidos: Pelo + pele, tecido muscular, tecido cerebral e tecido do figado foram

mantidos em freezer -70°C.

3.1.2. Extracédo de DNA

As amostras de sangue coletadas foram submetidas ao método de extracdo do
DNA gendmico utilizando o kit de extracdo e purificacdo de DNA gendémico llustra blood
genomicPrep, GE Healthcare, UK, conforme a especificacdo do fabricante.

Os Tecidos: Pelo + pele, tecido muscular, tecido cerebral e tecido do figado
foram submetidos ao protocolo de extracdo de DNA por NaCl. (Olerup e Zetterquist,
1992)

Todas as amostras de DNA gendmico foram armazenadas em freezer -20C.

3.1.3 Quantificacdo do DNA genémico
2ul de cada amostra de DNA extraido foi submetido a quantificacdo direta

utilizando o aparelho de espectrofotometria NanoDrop 2000c™ - Thermo Scientific.

3.2. Sujeitos da pesquisa
Para esta pesquisa foram utilizados 22 animais (14 fémeas e 8 machos)
eutanasiados hibridos de Callithrix jacchus / Callithrix penicillata oriundos da llha

D'Agua, na Bahia de Guanabara da cidade do Rio de Janeiro — RJ. As amostras foram
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depositadas no banco de DNA genémico do Nucleo de Diagnédstico e Investigacédo
Molecular — NUDIM.

3.3. Estratégias de minerac¢ao para o cromossomo X

A estratégia para mineracdo e predicdo de locos de microssatélites altamente
informativos localizados no cromossomo X se baseou nos seguintes parametros: (a)
informatividade (heterozigose) estabelecida para microssatélites utilizados na genética
forense e clinica; (b) composicdo das repeticdes nos locos alvos; (c) tamanho da
repeticdo; (d) localizacdo no cromossomo X em relacdo as ilhas CpG; (e) localizacéo
intragénica ou em regido promotora em relagdo a genes que ndo escapam a inativacado
do cromossomo X em humanos (para uso comparativo com DNA depositado de
Callithrix jacchus); (f) localizagdo proximal a sitios de restricdo susceptiveis a 5°C.

Para esta mineracdo foram utilizadas 2 estratégias de mineracdo de locos STR

para o cromossomo X de Callithrix jacchus:

a. Baseando-se nos dados de uma tabela de iniciadores desenhados e testados
pelo grupo para ICX em humanos (tabela 1, também disponivel online
https://sites.google.com/site/chromosomexstrs/callithrix-jacchus). Para cada

um dos produtos de amplificacdo (amplicon) desses iniciadores humanos
validados, foi realizado um alinhamento pela ferramenta BLAST (Basic local
alignment search tool) contra o genoma de Callithrix jacchus. Buscando
regibes STR homoélogas nos 2 cromossomos e posteriormente, utilizando a

ferramenta online Map viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) no

cromossomo X de sagui (versdo Build 1.1) utilizando as posicdes iniciais e
finais do alinhamento em sagui para identificar suas posi¢cdes fisicas no

cromossomo e a existéncia de ilhas CpG proximas a estas regides.

b. Outra mineragdo no cromossomo X foi feita utilizando a sequéncia de
referéncia do cromossomo X de Callithrix jacchus disponivel em banco de

dados publico NCBI, National Center for Biotechnology Information


https://sites.google.com/site/chromosomexstrs/callithrix-jacchus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?TAXID=9483&chr=X&maps=cntg-r,sts,cpg-r,genes-r&beg=1&end=142054000&links=off&verbose=on&compress=off&width=350&size=30
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com o numero de acesso NC_013918.1 teve
suas sequéncias de nucleotideos varridas em busca de marcadores do tipo
STR utilizando o programa Tandem Repeat Finder TRF (Benson, 1999). Este
software utiliza um algoritmo capaz de encontrar 0os elementos repetitivos
pelo percentual de identidade e pela frequéncia de indels (insercbes e/ou
dele¢Bes) comparado a uma sequéncia referéncia com repeticdes perfeitas
em série. A estratégia de mineracdo de locos STR foi baseada na utilizada
em diversos trabalhos (Machado, 2008; Machado et al., 2009; Machado e
Medina-Acosta, 2009a; b; Alves Da Silva, 2011; Machado et al., 2011).

Tabela 1. Iniciadores validados para ICX em humanos utilizados na mineragdo dos locos STR em

Callithrix jacchus.

Amplicon
Fluorocromo In silico PCR XCI

Iniciador

DXS637431F Intergenic FAM 168-173 AAAAT
DXS637431bF Intergenic FAM 225-230 AAAAT
DXS811096F Intergenic 391 GAAA
DXS940172F Intergenic 289 ATAG
DXS8026484F Intergenic NED 325-330 TTCC
DXS11192627F ARHGAP6 FAM 422 TTCT
DXS14311814F Intergenic 430-442 TTTC
DXS15050203F Intergenic 252-256 AAAT
DXS15050203bF Intergenic 343-347 AAAT
DXS15178285F Intergenic NED 197-207 AAAAT
DXS15178285bF Intergenic NED 270-280 AAAAT
DXS18094731F Intergenic FAM 381-385 TTTA
DXS19792773F SH3KBP1 428-432 AAAG
DXS24771435F Intergenic 336 TTTTA
DXS27761812F Intergenic NED 256 TTTA
DXS27761812bF Intergenic NED 313 TTTA
DXS32315353F DMD FAM 263-267 TTTA
DXS46638973F Intergenic 294 TTCC
_ Intergenic 378-382 AAAG
DXS46950266F RGN NED 312-352 AAAG
DXS47202502F Intergenic 209-213 TTTC
DXS47202502bR Intergenic NED 252-256 TTTC
DXS70204902bF Intergenic _ 320-324 AGGA



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=30011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=1756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=9104

DXS70204902cF
DXS77086468F
DXS84583175F
DXS84583175bR
DXS96580543F
DXS111970857F
DXS112187203F
DXS123055705F
DXS128688926F
DXS128688926bF
DXS134827648F
DXS134827648bR
DXS135673470F
DXS135673470bR
DXS139053213F
DXS144275076F
DXS24941692
DXS37964920A
DXS37964920B
SRPXExonl
DXS50351410
DXS66681884
DXS66681884B
DXS66683082A
DXS66683082B
DXS84385786
DXS131179803
DXS125127614A
DXS125127614B
DXS146801247A
DXS146801248B
DXS147389817
DXS67399362
DXS70121627
DXS70324386
DXS71675790
DXS71715055
DXS71976720

Intergenic
MAGT1
Intergenic
POF1B
DIAPH2
Intergenic
Intergenic
Intergenic
OCRL

OCRL
Intergenic
Intergenic
Intergenic
Intergenic
Intergenic
Intergenic
ARXExon4
SRPXExonl10
SRPXExonll
SRPXExonl

SHROOM4Ex1

ARExon1
ARExon2
AREXxonl1-B
ARExonl1-B
ZNF711Exonl
RAP2CExon4
DCAF12L2Ex1
DCAF12L2Ex1
FMR1Exonl
FMR1Exonl
AFF2Exonl
h18

h18

h18

h18

h18

h18

NED

NED
NED

FAM

NED
FAM

NED
NED
NED

NED

NED

NED
NED

Y
NED

273-277
204-224
210

286

218
441-457
400-404
293

211

426

207

301
302-322
402-422
318-322
410-430
315

212

313

98
406-414
346

394

343

391

393
283-293
298

200

324

277

350

251

336

308

277

213

330

24

AGGA
TTTTA
TTTA
TTTA
TTATT
GAAA
TTTC
TTTTA
AAAT
AAAT
TTAT
TTAT
AAAG
AAAG
CCTT
TTTA
GCC
CAG
CAG
CAGICTG
TTTC
CAG
CAG
GGC
GGC
GGC
CCCCCA
GGC
GGC
GGC
GGC
GCC
TCCTG
AGGA
TATT
AAAT
AAAAG
AAAGC



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=84061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=79983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=1730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=4952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=4952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/170302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/57477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/57826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/340578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/340578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=2332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=2332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2334
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Legenda

N&ao amplificou
Amplificag&o ruim
N&o testado

3.3.1. Mineracédo de microssatélites no cromossomo Y
A mineracéo in silico de tais sitios foi realizada como descrito no item 3.3-b para

0 cromossomo Y.

3.3.2. Desenho de Iniciadores

Iniciadores foram desenhados para novos marcadores nas regides exonicas,
intrdnicas e intergénicas nos cromossomos X e Y. de Callithrix jacchus

Para o desenho dos iniciadores do cromossomo X foram ainda levadas em
conta: a localizacao préxima a ilhas CpG e possuir pelo menos um sitio para enzima

de restricdo sensivel a metilacao.

Para o desenho de iniciadores ao redor das sequéncias repetidas foram
utilizados os programas livres e online: OligoPerfect™ Designer da Invitrogen™

(http://www.invitrogen.com/), WebSat (http://wsmartins.net/websat/) e o OligoCalc —

Oligonucleotide Properties Calculator

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Os iniciadores desenhados

possuem de 18-22 nucleotideos e amplificam produtos in silico de 100 a 450 pares de
bases (pb) (Machado e Medina-Acosta, 2008).
Os iniciadores foram sintetizados pela Applied Biosystems, USA, com a

fluorescéncia 6-FAM™ (azul).

Para avaliar a complementaridade especifica de cada par de iniciadores as
regides flanqueadoras dos marcadores de interesse, foi utilizada a ferramenta online
IPCR — UCSC (in silico PCR University of California Santa Cruz, USA -

http://www.genome.ucsc.edu).



http://www.invitrogen.com/
http://wsmartins.net/websat/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
http://www.genome.ucsc.edu/
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3.4. Padronizacéo da QF-PCR convencional

Primeiramente os iniciadores foram submetidos a PCR em um termociclador
gradiente (96-Well Veriti Thermal Cycler - Applied Biosystems, USA) para caracterizar a
melhor temperatura para o funcionamento dos iniciadores, separadamente.

Foram avaliados separadamente os efeitos das seguintes variaveis:
concentracdo do DNA alvo, concentracdo dos iniciadores, e ciclos térmicos. Para
padronizacdo foram realizados ensaios de gradiente com as seguintes variaveis:
Temperatura de anelamento, concentragéo de iniciadores, MgCl, e de DNA. O tampao
de reacao utilizado teve a seguinte formulagéo: 0.2 mM dNTP, 1-2 mM MgCl,, 1.25U
Tag Polimerase (Alves Da Silva, 2007). O volume final da reacao foi de 12,5 L.

3.4.1. Eletroforese em capilar

Para separacdo dos produtos de amplificacdo foi utilizada tecnologia de
eletroforese capilar, em um analisador automatico de fragmentos ABI Prism® 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA), com capilar de 47 cm de comprimento
contendo polimero separador POP-4™_ As amostras foram injetadas por 12 segundos
utilizando uma poténcia de 15kV. A corrida foi de 40 minutos. A deteccao dos produtos
foi por tecnologia de laser. Para a analise foram utilizados os programas GeneScan
(Applied Biosystems, USA) e Genotyper (Applied Biosystems, USA). Para cada mistura
de reacdo de amplificacdo, uma aliquota de 0,54 pL foi misturada a 8,9 yL de Hi-Di™
Formamida e 0,1 pyL de GeneScan LIZ-500 size Standard (padrdo de tamanho de
fragmentos variando de 75-500 bp, marcado com fluorocromo LIZ™ de fluorescéncia
laranja (Applied Biosystems). A mistura foi aquecida a 95°C durante 3 minutos e em
seguida esfriada a 4°C por 3 minutos. A interpretacéo do eletroferograma se baseou em

dados de altura e posi¢cao dos picos (produtos de amplificacéo fluorescentes) (Figura2).
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Figura 2.

Informacbes para a interpretacdo de um eletroferograma. No eixo X, representado em A, escala em
namero de pares de nucleotideos (nt). Em B, identificacdo do marcador utilizado. Em C, informacdes
alélicas representadas, caracterizacdo dos alelos em pares de nucleotideos, dosagem da proporcao
alélica em érea e intensidade de fluorescéncia do alelo. Em D, identificacdo da amostra analisada. No
eixo Y, representado em E, escala da atividade de fluorescéncia em unidades arbitrarias. A intensidade
de fluorescéncia esté diretamente relacionada com a quantidade de DNA amplificado Figura reproduzida
com permisséo do autor (Alves Da Silva, 2007).

3.4.2. Frequéncias alélicas para os marcadores STRs selecionados

As frequéncias alélicas foram calculadas com o uso do programa livre
PowerStats  (http://www.promega.com/geneticidtools/powerstats/), um  programa
executavel em uma planilha de Microsoft Excel.

3.4.3. Digestdo com enzimas de restricdo sensiveis a metilacéo

As amostras DNA gendmico (500 ng) das fémeas heterozigotas para 0s
marcadores do X foram digeridas com 0,3uL da enzima de restricdo Bst Ul (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) em 1X Buffer 4 préprio, num volume final de 10 pL,

por 8h a 60°C. Os produtos foram analisados conforme descrito no meral 3.4.1.

3.4.4. Célculo da porcentagem de inativagdo dos cromossomos X
A propor¢cdo da ICX de todas as amostras foi calculada a partir da estatistica
descrita por (Busque et al., 2009). A interpretacdo do resultado da equacdo é:

percentagem de células com o alelo maior (B) ativo (Figura 3).


http://www.promega.com/geneticidtools/powerstats/
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Figura 3

Formula estatistica empregada para calcular a proporcédo de ICX entre os alelos. Onde A corresponde ao
alelo de menor area nao digerido, B ao alelo de maior area nao digerido, A’ ao alelo de menor area
digerido e B’ ao alelo de maior area digerido (Adaptado de (Busque et al., 2009)).
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4. RESULTADOS

4.1. Mineracao in silico de locos STR no cromossomo X

Foram encontrados 2.110 locos STR em toda extensdao do cromossomo X de
Callithrix jacchus, destes 1.206 ndo contem Indels. A distribuicdo de locos STR por
tamanho da repeticdo foi 0,6% mono; 52% Di, 2,7 % tri, 40,7% tetra e 4% penta
(Figura 4).

60
50
40 H Mono
mDi
30
ETr
20 B Tetra
H Penta
10
. - N
Mono Di Tri Tetra Penta

Figura 4. Proporgdes da distribuicdo dos locos STR no cromossomo X de Callithrix jacchus

A relacdo completa das caracteristicas dos locos STR identificados esta disponivel
online (https://sites.google.com/site/chromosomexstrs/callithrix-jacchus)(Tabela 1-

online).

Usando a metodologia descrita no topico 3.3-a na busca de regides homoélogas no
cromossomo X de Sagui com regibes dos iniciadores descritos na tabela 1. Essa
comparacdo rendeu um unico loco STR candidato. Esse loco esta localizado a
montante do gene RP2, coordenadas 45791259..45835055, NC_013918.1. As
sequéncias do amplicon em humano utilizada para essa andlise € apresentada na


https://sites.google.com/site/chromosomexstrs/callithrix-jacchus
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figura 5. Os alinhamentos com os ort6logos em sagui sdo mostrados nas figuras 6 e
7. Este loco ja estd bem caracterizado em humanos pelo grupo e é um bom

candidato para ICX.

A.

>chrX:46695746+46696128 (383bp)

TGACATAGCGAGACCCTGTGaaagaaaaagaaagaaagaaagaaagaaag
aaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagagcacagaag
aggattgggaggttatggggtacaattcttgagggggtgaccctggccag
gcgatgagagggcggtaggaagggtgatgaggggagaagaggatttagaa
atacaaatttcagggtcttcttgtgtcagcgggaatttctgtcecctcaca
actttcatcataagataaatctaatgttcaactagagatctctcccgegce
cttgaacttgcaaatttatgaatcaggggcaaaaaaaacccggataccga
gcctggcctcccACCAGCTAGAGAACCCACCAa

B.

>chrX:45790627+45790955 (329bp)
TTGCACTCCAGACTGGGTAAcaagagtgaaactctgtctcaaaaaaaaaa
aaaaagaaaageaagaaagaaagaaagaaaagataaaaagcacagaagag
gattgggaggttatggggtacagttattgagggggtaaccctggccaggce
aatgagggggtggtaggaagggtgatacggggagaagaggatttaggaat
acaaatttcagggtctttttgtgtccgcaggaatttctgttcecctcacac
ctttcatcataagataaatctaatgttcgactagagaccgctcccgcgac
ttgaacttgCAAATGTATGAACCAGGGGY

C.

>chry:45790627+45790948 (317bp)
TTGCACTCCAGACTGGGTAAcaagagtgaaactctgtctcaaaaaaaaaa
Aaaaagaaaagaaagaaaagataaaaagcacagaagaggattgggaggtt
Atggggtacagttattgagggggtaaccctggccaggcaatgagggggtg
Gtaggaagggtgatacggggagaagaggatttaggaatacaaatttcagg
Gtctttttgtgtccgcaggaatttctgttccctcacacctttcatcataa
gataaatctaatgttcgactagagaccgctcccgcgacttgaacttgCAA
ATGTATGAACCAGGGGg

Figura 5

Sequéncias dos produtos de amplificacéo in silico para o loco STR no gene RP2 em humanos (A)
sagui (B, alelo maior; C: alelo menor ).

Na sequéncia de referéncia em humanos, o loco STR RP2 contem 16,3
repeticdes do tetra nucleotideo AAAG (em realce amarelo na Figura 5.A). O seu

ortélogo em sagui contem 5 repeticdes (em realce verde figura 5.B).


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341406645&db=hg19&position=chrX:46695746-46696128&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341406645&db=calJac3&position=chrX:45790627-45790955&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341406645&db=calJac3&position=chrX:45790627-45790955&hgPcrResult=pack
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Alinhamento da regido contendo o STR no gene RP2 em humanos e sagui pelo programa CLUSTAW.

aaagaaagaaagaaag-aaagaaagaaagaaagaaag-aaagaaagaaagagcacagaag
R e e N R
AAAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAAGATA-AAA-AGCACAGAAG

aGGATTGGGAGGTTATGGGGTACAATTCTTGAGGGGGTGACCCTGGCCAGGCGATGAGAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e reerrrrerr reerrrrrrerer reed
AGGATTGGGAGGTTATGGGGTACAGTTATTGAGGGGGTAACCCTGGCCAGGCAATGAGGG

GGCGGTAGGAAGGGTGATGAGGGGAGAAGAGGATTTAGAAATACAAATTTCAGGGTCTTC

LEorrrrrerrrrrrrer rrrrrerrrr e et trrr e et e
GGTGGTAGGAAGGGTGATACGGGGAGAAGAGGATTTAGGAATACAAATTTCAGGGTCTTT

TTGTGTCAGCGGGAATTTCTGT-CCCTCACAACTTTCATCATAAGATAAATCTAATGTTC

Frrrrrr re rrrrrrrerrt rrerrrrr trrrrrr e e e
TTGTGTCCGCAGGAATTTCTGTTCCCTCACACCTTTCATCATAAGATAAATCTAATGTIC

AACTAGAGATCTCTCCCGCGCCTTGAACTTGCAAATTTATGAATCAGGGGCaaaaaaaal

R R N R R
GACTAGAGACCGCTCCCGCGACTTGAACTTGCAAATGTATGAACCAGGGGGCAAAAAAAC

CCGGATACCGAGCCTGGCCTCCCACCAGCTAGAGAACCCACCAA 383

FEEErrrrrrrrrerrrerrr et rrrrr rrrrrnd
CCGGCTGCCGAGCCTGGCCTCCCACCAGCAAGAGAGCCCACCAA 175225
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment
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Figura 7.

Alinhamento dos amplicons contendo 0 SR no gene RP2 em humanos e saguis. Os iniciadores utilizados para amplificacdo em humanos estdo em realce

colorido.

AAAGAAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAG
TTGCACT-CCAGACTGGGTAACAAGAGTGAAACTCTGTCTCAAAAAAAAA

* * K *  kk kK * Kk kK * * K K’k Kk kK%K

AAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAGCACAGAAG
AAAAAAGAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAA-AGATAAAAAGCACAGAAG

* Kk Kk kK khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkk, * * *_*kk *hkkhkkkkhkkkkk

AGGATTGGGAGGTTATGGGGTACAATTCTTGAGGGGGTGACCCTGGCCAG
AGGATTGGGAGGTTATGGGGTACAGTTATTGAGGGGGTAACCCTGGCCAG

Ak khkhkkhkhkhAkhkhhAkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhk Kk K,hhkkdkhhkhhhk AhkhhAkhkhhAkhhk

GCGATGAGAGGGCGGTAGGAAGGGTGATGAGGGGAGAAGAGGATTTAGAA
GCAATGAGGGGGTGGTAGGAAGGGTGATACGGGGAGAAGAGGATTTAGGA

*hk kkhkkhkk khkk Ak hkAkhk Ak Ak kA Ak kA KA A kA khkAkkkhk Ak kA kA Ak hhk K

ATACAAATTTCAGGGTCTTCTTGTGTCAGCGGGAATTTCTGT-CCCTCAC
ATACAAATTTCAGGGTCTTTTTGTGTCCGCAGGAATTTCTGTTCCCTCAC

khkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkk khkkhkhkhkkhk Kk K hkhkkhkkkhkkhrhkk kx *rkkkhkkk%k

AACTTTCATCATAAGATAAATCTAATGTTCAACTAGAGATCTCTCCCGCG
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CCTTGAACTTGCAAATTTATGAATCAGGGGCAAAAAAAACCCGGATACCG
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AGCCTGGCCTCCC N ONNGNGRNCCOROORA
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Foram desenhados 3 iniciadores para este loco STR (Gaaa) em sagui que foi
validado experimentalmente em DNA genOmico. Dos trés pares de iniciadores
testados para esse loco (Tabela 2), apenas um par de iniciadores rendeu resultados
reproduziveis nas condi¢cGes otimizadas de amplificacdo (Tabela 3). Em 14 fémeas
foram observados unicamente dois alelos. O alelo menor (317pb) e o alelo maior
(328pb), sendo 5 fémeas heterozigotas (taxa de heterozigose de 35%), 7
homozigotas para o alelo maior e 2 para o alelo menor (Figura 8). Os genotipos dos
individuos constam na tabela 4. Em machos so6 foi observado o alelo maior. O alelo
maior se mostrou mais frequente na populacdo estudada aparecendo em 86% das
fémeas e em 100% dos machos. O alelo menor 317pb apareceu em 50% das

fémeas (n=14).

Tabela 2. Iniciadores testados na genotipagem do locos STR RP2 em Callithrix jacchus.

Nome Iniciador 5’ Iniciador 3’ tamanho
(bp)
DXS45790627CJ1 | TTGCACTCCAGACTGGGTAA | GCCCCTGGTTCATACATTTG 329
DXS45790627CJ2 | TTGCACTCCAGACTGGGTAA |GCTTGGTGGGCTCTCTTG 384
DXS45790627CJ3 | GGTGAAACCCCGTCTCTAC |GTCCCAATCCTCTTCTGTGCT 254

Tabela 3. Melhores condi¢cdes de amplificacdo por PCR para cada par de iniciador

Nome Temperatura | C. MgCI2 | Ciclos DNA
DXS45790627CJ1 59°C 2,0ug 28 25 ug/uL
DXS45790627CJ2 | Nao amplificou | ---------=--=- | ====--- --
DXS45790627CJ3 61°C 1,5ug 35 25 ug/uL
DXS59175820CJ4| Nao testado [ ---------m-mn [ =mmmmmmmmmn | oo

DXS11314397 59°C 2,0ug 28 25 ug/uL
DYS389478 59°C 2,0ug 28 25 ug/uL
DYS990506 59°C 2,0ug 28 25 ug/uL
DYS1652885 Nao Amplificou | -------------- [ -=----- --



http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=196023079&db=calJac3&position=chrX:59175708-59176064&hgPcrResult=pack
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Location/View?db=core;g=ENSCJAG00000001049;r=X:9220130-9222162;t=ENSCJAT00000001922
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Figura 8

Eletroforese com resultado para o iniciador DXS45790627CJ1 mostrando 6 dos 22 individuos. Onde
A, B e C sdo machos e D, E e F sdo fémeas. Observados dois alelos na populagéo de estudo. O alelo
menor de 317pb e o alelo maior d 328 bp.

Tabela 4. Genétipos para o loco STR RP2 em Callithrix jacchus.

FEMEAS | Alelo 1(pb) | Alelo 2(pb) MACHOS | Alelo 1(pb)
SAGUI16 317 - SAGUI11 328
SAGUI17 317 - SAGUI12 328
SAGUI18 - 328 SAGUI13 328
SAGUI20 - 328 1088 328
SAGUI23 317 328 1089 328
SAGUI24 317 328 1091 328
SAGUI25 317 328 1093 328
SAGUI26 - 328 1095 328
SAGUI27 317 328

1086 - 328

1087 - 328

1090 317 328

1092 - 328

1094 - 328
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4.2. Teste de inativagdo do cromossomo X

As 5 fémeas heterozigotas para o iniciador DXS45790627CJ1 (1090,
Sagui23, Sagui24, Sagui25 e Sagui 27) e 1 macho controle (SAGUI11) tiveram
500ng de seu DNA gendmico dos 3 tecidos (tecido muscular, figado e pelo+pele)
digeridos pela enzima Bst Ul. Apenas a fémea 1090 possuia além dos 3 tecidos,
amostra de sangue e de tecido cerebral (Figura 9). O perfil de inativacdo nestas
fémeas foi aleatdrio. Assim, nenhuma das fémeas exibiu um perfil de inativacédo
preferencial (acima de 70% de inativacdo) (Tabela 5). Os resultados mostram que a
inativacdo ocorreu de forma aproximada em todos os tecidos em todos os
individuos. Com excec¢éo da fémea 1090 a qual a inativagdo se mostrou, mesmo que
dentro do normal, diferente com relacdo ao X que esta sendo inativado de acordo

com o tecido testado.
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Figura 9

Perfil alélico para o locos SRT RP2 antes (1) e depois (2) da digestdo com a enzima BsT Ul
susceptivel a metilagdo de DNA gendmico de diferentes individuos. Macho: A1 e Fémeas: B1, Cl e
D1 e depois da digestéo por Bst Ul (Macho: A2 e Fémeas: B2, C2 e D2).
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Tabela 5. Porcentagem de inativacdo encontrada em cada tecido de cada individuo

AMOSTRA %de Inativagdo
1090 sangue 51%
1090 cérebro 59%
1090 musculo 65%
1090 figado 35%

1090 pelo/pele 38%
Sagui 23 figado 42%
Sagui 23 musculo 36%
Sagui 23 pelo/pele 36%
Sagui 24 figado 46%
Sagui 24 pelo/pele 45%
Sagui 24 musculo 41%
Sagui 25 figado 52%
Sagui 25 musculo 54%
Sagui 25 pelo/pele 55%
Sagui 27 figado 46%
Sagui 27 musculo 44%
Sagui 27 pelo/pele 45%

4.3. Mineracdo in silico de locos STR no cromossomo Y

O intuito de minerar locos STR no cromossomo Y é o desenvolvimento de
marcadores cromossomo-especifico para utilizacdo em sexagem molecular e assim
poder diferenciar amostras bioldgicas oriundas de machos e de fémeas, o
cromossomo Y de Callithrix jacchus estd parcialmente sequenciado. A sequéncia
disponivel contem apenas 2.7 megabases (NC_013919.1), onde completo, deveria ter
aproximadamente 65 megabases. Para esse segmento foram encontrados 28 locos
STRs entre di(60,7%), tri(3,6%)e tetra(35,7%) nucleotideos (Tabela 6). Destes 28,
foram selecionados 12 alvos e apenas 8 ndo apresentaram Indels (6 dinucleotideos
e 4 tetranucleotideos). Esses 28 locos foram analisados para desenhar iniciadores
alvo-especificos. Apenas para 3 desse locos foi possivel desenhar iniciadores que

renderam amplicons unicos in silico (Tabela 7).

Tabela 6. Locos STR identificados in silico na sequéncia do cromossomo Y de Callithrix
jacchus. Em destaque cinza os locos de marcadores dinucleotideos, em amarelo os locos

tetranucleotideos. E em destaque os locos que nao tiveram Indels nos resultados



indices Period Copy Consensus | Percent | Percent scorel alclalT Repeat
Size | Number Size Matches | Indels
60893--61280 4 96.0 4 71 21 219 [29| 0 |43|26| ATGG
249649--249878 2 1145 2 79 9 146 |38| 2 {1048 AT
325454--325680 2 122.0 2 68 20 109 (47| 3| 3 |46 AT
363865--363917 2 26.5 2 96 97 (49| 1|0 (49 TA
389478--389526 2 24.5 2 100 98 |51(48|(0 |0 AC
417527--417676 | 2 76.5 2 73 93 [40|2 |4 [53] TA
470084--470138 2 27.5 2 100 110 |50 0 |49 AT
507590508023 | 4 | 109.3 4 71 | o | 183 [47] 9 [18]24] AGAT
508013--508071 4 14.8 4 89 91 |50(20| 5 |23 | ATAC
512470--512734 4 67.5 4 72 144 | 0 (37| 8 |53 | TCTC
515623--515765 4 36.5 4 93 166 (67| 0 |32]| 0 | AAGA
531670--531823 3 52.0 3 81 132 | 1|38| 0 |58| CTT
560429--560513 2 45.5 2 82 13 101 |48(|50( 1| O AC
593391--593512 4 30.0 4 83 3 100 | 0 |37| 0 |62| CTTT
615959--616008 2 25.0 2 100 - 100 (50|50| 0 | O CA
700922--701436 2 263.0 2 67 13 160 | 8 50 | 38 TG
736615--736785 2 88.5 2 72 6 93 |10 39|47 TG
894793--896001 2 621.0 2 66 11 227 |41 |42 CA
990506--990550 2 22.5 2 100 90 |51|48 AC
1174330--1174404 2 38.5 2 86 5 100 (46| 2 |48 AG
1462921--1463446 2 274.5 2 69 11 253 |39(50| 5|4 CA
1551119--1551580 4 115.8 4 69 7 206 |20| 1 |53 |24 | TGGA
1598024--1598211 4 46.3 4 81 11 152 | 1 |30| 0 |68| TCTT
1652885--1652944 2 30.0 2 100 120 50 50 TC
1781453--1781553 4 26.0 4 88 6 154 28 71| TTTC
2394877--2394949 2 37.0 2 97 139 (49| 0 |50]| 0O GA
2410020--2410129 4 27.8 4 84 12 147 24| 0 (75| TTTC
2647628--2647695 2 34.0 2 87 91 42| 7 |50 CT
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Tabela 7. Sequéncia dos iniciadores desenhados para locos SRT no cromossomo Y de

Callithrix jacchus

Nome Iniciador 5’ Iniciador 3’ Size (bp)
DYS389478 [CTCACCAATAGTGCCCAAGG 215
DYS990506 | GCCCCGTTAGACATCAAGAA |TTCGCATAAGCTTGGGAAAT 247
DYS1652885 | AGGATGCAGTGAGCCAAGAT | TGTGGACGGAAACCAAAAAT 245



../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#60893--61280,4,96.0,4,91
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#249649--249878,2,114.5,2,171
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#325454--325680,2,122.0,2,188
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#363865--363917,2,26.5,2,199
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#389478--389526,2,24.5,2,202
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#417527--417676,2,76.5,2,208
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#470084--470138,2,27.5,2,211
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#507590--508023,4,109.3,4,215
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#508013--508071,4,14.8,4,218
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#512470--512734,4,67.5,4,223
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#515623--515765,4,36.5,4,229
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#531670--531823,3,52.0,3,233
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#560429--560513,2,45.5,2,239
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#593391--593512,4,30.0,4,246
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#615959--616008,2,25.0,2,249
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#700922--701436,2,263.0,2,261
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#736615--736785,2,88.5,2,276
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#894793--896001,2,621.0,2,323
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#990506--990550,2,22.5,2,344
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#1174330--1174404,2,38.5,2,357
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#1462921--1463446,2,274.5,2,385
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#1551119--1551580,4,115.8,4,404
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#1598024--1598211,4,46.3,4,412
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#1652885--1652944,2,30.0,2,417
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#1781453--1781553,4,26.0,4,424
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#2394877--2394949,2,37.0,2,449
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#2410020--2410129,4,27.8,4,452
../../../../../../Enrique/Projeto%20sagui%20RP2/Callithrix%20ChrY%20sequence.2.7.7.80.10.90.5.1.txt.html#2647628--2647695,2,34.0,2,474
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Foram validados in silico, os 3 iniciadores para o cromossomo Y (figura 10)
A.DYS389478

>chrY:389406+389620 (215bp)
CTCACCAATAGTGCCCAAGGgtttcaatttcttcacattcctgecctacgce
tttgctcttgtttgctatgtatacacacacacacacacacacacacacac
acacacacacacacacacacattttcctcctgacaattcttataggcata
agggcatatctcattagtttttattttatttttttagtttgga

B. DYS990506

>chrY:990437+990683 (247bp)
GCCCCGTTAGACATCAAGAAgtggtctcccagcactagacccatagtcete
ccctgttccecttectcectctctacacacacacacacacacacacacacacaca
cacacacacacacagtgtaccatgattagtgagcttggaaaactcatcct
ccacttggtggttcccaaaactgttaagcccgtgaaggctgtgggaagtce
ctgtgagaagactctgtttaacttgct

C. DYS1652885

>chrY:1652814+1653058 (245bp)
AGGATGCAGTGAGCCAAGATggcgccactgcactcctgectggtgacaaa
gcaaaactccatctttgtctttctctctctectetctetetcectetetetet
ctctctctcectctectcetcectetetcectetetcectecgegecgegecgecgegecgcaca
cacacacacacatacacacacagatccaagatggatgtagaaaatatgct
ttttacacatagcacaaacttgcaa

Figura 10 Validac&o in silico dos iniciadores para os trés locos SRT no cromossomo Y

analisador.

Esses locos STR foram genotipados experimentalmente nos 8 individuos
machos nas 14 fémeas (controles negativos). Para os locos DYS389478 e
DYS990506 o esperado seria que um unico produto de amplificacdo de 215pb e
247pb, respectivamente, para cada loco. Para esses locos foram observados perfis
dialélicos tanto em machos quanto em fémeas (figura 11 e figura 12). Para loco
DYS389478 foram observados 3 alelos (206pb, 210pb, 219pb). Para o loco
DYS990506 foram observados 3 alelos (231pb, 241pb, 245pb). Todavia, os perfis
alélicos observados foram distintos dentre os machos e dentre as fémeas.

Os iniciadores para loco STR DYS1652885 nédo renderam produtos de
amplificagéo.


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341407579&db=calJac3&position=chrY:389406-389620&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341369145&db=calJac3&position=chrY:990437-990683&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341369145&db=calJac3&position=chrY:1652814-1653058&hgPcrResult=pack
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Figura 11

Eletroforese com resultado da amplificacdo para o primer DYS389478 demonstrando que mesmo
tendo se mostrado especifico para o cromossomo Y em Callithrix jacchus in silico, in vitro a
amplificacdo se mostrou inespecifica. Estdo representados os machos pelas letras A, B e C e as
fémeas pelas letras D, E e F.
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Eletroforese com resultado da amplificacdo para o primer DYS990506 demonstrando que in vitro a
amplificacdo se mostrou inespecifica. Machos letras A, C e D. Fémeas letras B, E e F.

Considerando que os locos DYS389478 e DYS990506 néo foram especificos
para o cromossomo Y foi explorada a possibilidade de utilizar o gene Amelogenina
para o desenvolvimento de um marcador de sexagem molecular em Callithrix
jacchus. Em humanos o gene AMEL contem trés polimorfismos INDEL totalizando
oito nucleotideos a menos no cromossomo Y em relacdo ao cromossomo X (figura
14). Foi desenhado um par de iniciadores (Tabela 8) com 100% identidade de
anelamento aos genes para amelogenina de humanos e sagui. Esse par de
iniciadores foi validado tanto in silico (figura 13) quanto experimentalmente (figuras
15 e 16).

Tabela 8. Sequéncia dos iniciadores desenhados para o loco no gene Amgx de Callithrix

jacchus.

Nome Iniciador 5’ Iniciador 3’ Size (bp)

DXS11314397 TTGACCACCTCCTGATCTACAA |AGACCTGGAAGCAGAAACCA 234/226



http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Location/View?db=core;g=ENSCJAG00000001049;r=X:9220130-9222162;t=ENSCJAT00000001922

A. DXS11314397 em sagui

>chrX:9221615+9221848 (234bp)
TTGACCACCTCCTGATCTACAAgggaacatttgtgagacaattctctcct
tgttgatatttctttattgtataagagaaacatacttctctcttcaacat
ggggtgagtttgatcagaaagtaaagtgttgggtgggatagggtaggatt
catcgacaacacagggggttggggtgggatgctgtccaaagatcactgga
gagtaaatgtgtgc

B. DXS11314397 em humanos

>chrX:11314397+11314630 234bp
TTGACCACCTCCTGATCTACAAgggaacattcgtgagacaattctctcect
tgttgatatttctttattgtgaaagagaaacacacttctctcccecattat
ggggtgagttttatcagcaagtaaactgttgggcaggatagggtaggatt
cattgaaaacactgggcgtgggggtgggatgctgtccaaagatcactgga
gaataaatgtgtgc

>chrY:6738363-6738588 226bp
TTGACCACCTCCTGATCTACAAgggaacatttgtgagacaactgcttgtt
gatatttctttaccgtgtaaaagaaacatacttcactccccaacatggga
tgagttttatcagcaagtaaactgttagacaggataaggtagaattcatt
gacagcactggggtgggagaaggatgttgtttgatcactggagaataaat
gtgtcc

Figura 13. Validacéo in silico dos iniciadores para o gene Amgx de Callithrix jacchus
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http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Location/View?db=core;g=ENSCJAG00000001049;r=X:9220130-9222162;t=ENSCJAT00000001922
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341407579&db=calJac3&position=chrX:9221615-9221848&hgPcrResult=pack
http://www.ensembl.org/Callithrix_jacchus/Location/View?db=core;g=ENSCJAG00000001049;r=X:9220130-9222162;t=ENSCJAT00000001922
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341407579&db=hg19&position=chrX:11314397-11314630&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=341407579&db=hg19&position=chrY:6738363-6738588&hgPcrResult=pack
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Figura 14. Alinhamento das sequéncias contendo os polimorfismos INDELs nos genes para amelogenina em Callithrix jacchus (Cj) e Homo sapiens (Hs). As
sequéncias dos iniciadores estdo indicadas em cores
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Em humanos, esse par de iniciadores diferenciou DNA gen6mico isolado de homens
e mulheres (Figura 16, A, B), com perfil dialélico (221 pb e 229bp) para homes e
monomorficos (229b) para mulheres. Em saguis, esse marcador foi monomaorfico
(229pb) tanto em machos quanto em fémeas. Assim sendo, o marcador

amelogenina nao diferenciou machos de fémeas em Callithrix jacchus.
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Figura 15

Perfil monoalélico para o marcador Amelx/Amely em Callithrix jacchus. Machos: A, B, C. D e E;
Fémeas: F, G, Hel..
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Perfil monoalélico para o marcador Amelx/Amely em Callithrix jacchus. Fémea: A; macho: B. e perfil
dialélico para o marcador AMGX/AMGY em Homo sapiens Homens: C e D e em uma Mulher: E.
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5. DISCUSSAO

Em humanos o gene RP2 (OMIM 312600) esta localizado no braco curto do
cromossomo X, no intervalo Xp11.3-11.23 (Schwahn et al., 1998). E composto por
cinco exons (Schwahn et al., 1998) e codifica um polipeptideo de 350 aminoéacidos,
0 qual é expresso ubiguamente nos tecidos humanos (Schwahn et al., 1998;
Chapple et al., 2000). Na retina humana, a proteina RP2 foi localizada na membrana
plasmatica tanto na haste quanto nos cones fotorreceptores, estendendo se a partir
do segmento exterior através do segmento interior para os terminais sinapticos
(Schwahn et al., 1998; Chapple et al., 2000).

Acredita-se que a proteina RP2 funcione como ativador de GTPase (GAP)
para o fator ribosilacdo ADP tipo 3 (Arl3) da superfamilia Ras das pequenas
proteinas G (Veltel et al., 2008; Holopainen et al., 2010) . Estudos bioquimicos e
celulares revelaram um potencial papel na manutencdo do Golgi, na coesédo e
direcionamento de proteinas para a membrana plasmética. Perturbacbes na
maquina do trafico de proteinas a partir do interior para os segmentos fotosensoriais
externos, resultam na degeneracdo dos fotorreceptores, podendo ocasionar varias
doencas como a retinose pigmentar (RP2)(Evans et al., 2006; Evans et al., 2010;
Holopainen et al., 2010; Patil et al., 2011).

. Em humanos esse loco STR RP2 exibe 13 diferentes alelos (Dados do grupo
do NUDIM ainda néo publicados). Porque entéo foram observados so6 dois alelos em
saguis?

Embora néo validados por sequenciamento, a diferenca entre os produtos de
amplificacéo para esses alelos sugere que o alelo maior contem 3 repeticdes AAAG
a mais do que o alelo menor. Esse par de iniciadores identifica um produto de 329pb
pela PCR in silico. Esse amplicon contem 5 repeticbes perfeitas (AAAG).
Considerando o tamanho do alelo maior observado experimentalmente, o alelo
maior deve corresponder alelo in silico contendo 5 repeticdes. Assim sendo, o alelo
menor conteria s6 duas repeticoes AAAG. Nesse sentido, o loco STR RP2 em sagui
parece corresponder ao INDEL de 3 repeti¢des.

Os resultados indicam uma prevaléncia do alelo maior na populacao,
aparecendo em todos os 8 dos machos de sagui do estudo, e em 7 fémeas
homozigotas. Mas um bom indicativo de que estes dois alelos estejam circulando na
populacdo e que ainda existam machos com este alelo na populagédo € o fato de

terem sido identificadas duas fémeas homozigotas para o alelo menor (saguil6 e
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saguil7) indicando que este alelo obrigatoriamente tenha origem também de um X
paterno.

E importante ressaltar que todos os animais genotipados nesta pesquisa S0
oriundos do mesmo local (llha D’agua, RJ), pertencentes ao mesmo grupo familiar e
provavelmente j4 estdo isolados a muitas geracfes. Nao se tém dados desde
guando estes animais vém sendo introduzidos na ilha. Este isolamento
provavelmente ajudou para fixacao destes dois alelos nesta populacédo. O que causa
um desequilibrio para a populacdo e para as geracdes futuras, diminuindo a
variabilidade genética, o que podem ocasionar um maior risco de aparecimento de
doencas recessivas nestes animais. Um caso classico de perda genética € dos
guepardos (Acinonyx jubatus) na Africa. (Charruau et al., 2011)

Estes cenarios s6 seriam confirmados se fossem genotipados mais
individuos, machos e fémeas de fora deste grupo familiar e se possivel de varias
regides do Brasil (onde estes animais sdo endémicos).

Em sagui o resultado se mostrou aleatdrio nas fémeas heterozigotas. Em
humanos a taxa de inativacdo néo aleatéria é encontrada em aproximadamente 15%
das mulheres (Wong et al., 2011). Para determinacao direta do padrao de inativacao
seria feita uma modificacdo por bissulfito dos nucleotideos metilados e
posteriormente o sequenciamento desta regido e comparadas as regibées nos 2
cromossomos analisados em cada tecido de cada individuo.

As taxas de inativacdo preferenciais ndo foram detectadas em nenhum
individuo e em nenhum dos diferentes tecidos estudados. Mas uma diferenca
significativa na proporcao dos alelos foi observada entre diferentes tecidos de um
mesmo individuo principalmente da fémea 1090 que demonstrou inativacao
diferenciada para cada alelo em cada tecido. Em humanos diferencas de metilacao
também sdo observadas em diferentes tecidos (Moreira De Mello et al., 2010; Cotton
etal., 2011).

Um segundo objetivo deste estudo foi desenvolver marcadores para
determinacdo do sexo genético em Callithrix jacchus. Os locos STR DYS389478 e
DYS990506 ndo se mostraram especificos para o cromossomo Y, a pesar de terem
sido validados in silico com tais. O perfil dialélico observado para estes marcadores
em fémeas sugere que esses locos estejam presentes nos cromossomos X (ou em
um autossomo). A hipbtese de esses locos estarem presentes também em um

autossomo parece pouco provavel, haja vista que em nenhuma das amostras de
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machos ou fémeas foi observado um perfil trialélico. Assim sendo, os resultados
sugerem que esses locos estejam presentes tanto no cromossomo Y quanto no
cromossomo X. Essa possibilidade ndo pode ser validada in silico haja vista que o
genoma de referéncia € um esboco.

Outro dado € que estes saguis estudados ndo sdo animais puros da espécie
Callithrix jacchus, eles sao hibridos de 2 espécies de Saguis — Callithrix jacchus
(Sagui-de-tufos brancos) e Callithrix penicillata (Sagui-de-tufos-pretos), mesmo
sendo espécies proximas, estes animais apresentam diferencas fisicas marcantes e
o hibrido possui também uma caracteristica marcante que sdo os tufos cinzas ao
redor das orelhas. Estes hibridos séo férteis e podem se reproduzir sem problemas
com outros hibridos, com C. jacchus ou C. penicillata. Como apenas o genoma do
Callithrix jacchus esta depositado no banco de dados do NCBI, este foi o utilizado
como padréo para analise dos dados.

O polimorfismo INDEL no gene Amelx néao foi observado em sagui. Os
iniciadores desenhados para esse loco sdo conservados na sequéncia de referéncia
do cromossomos X e Y humanos. Assim esses iniciadores foram experimentalmente
validados em DNA humano, observando-se dois alelos em homens e um em
mulheres. Duas hip6tese podem explicar os resultados em saguis para o gene da
amelogenina. A primeira, 0 cromossomo Y, na regido de anelamento dos iniciadores,
é diferente da encontrada no cromossomo X e estes ndo se anelem, assim deixando
de produzir o perfil dialélico esperado. A segunda, as duas regides de anelamento
dos iniciadores nos cromossomos X e Y de Callithrix jacchus sdo exatamente
idénticas sem os INDELs. O monomorfismo no gene Amelx em saguis foi observado
anteriormente (Sanchez-Morgado et al., 2003), porém interrogando um INDEL de
seis nucleotideos localizado aproximadamente 600pb a jusante dos INDELS
interrogados neste trabalho. Esses dados demostram que o gene da amelogenina
em saguis n&o possui a maioria dos INDELS utilizados para diferenciar os

cromossomos X e Y em humanos.
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6. CLONCLUSOES

O loco STR contendo a repeticdo (GAAA)n perto do gene RP2 foi utilizado
para desenvolver um ensaio de digestdo enzimatica sensivel a metilagcdo associada
a PCR quantitativa fluorescente para a interrogacdo pontual do estado de metilagéo
dos cromossomos X em sagulis.

. O marcador contendo INDELS no gene Amg nao discriminou saguis machos
de fémeas.

Devido a limitada informacdo disponivel para a sequéncia de referéncia do
cromossomo Y em Callithrix jacchus néo foi possivel selecionar locos STR Unicos ao
cromossomo Y.

O Callithrix jacchus é um bom candidato a modelo primata de estudo da ICX.
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