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RESUMO

O mecanismo de imprinting gendmico desempenha um papel crucial durante o
desenvolvimento embrionario de mamiferos, estando envolvido no crescimento fetal,
no desenvolvimento placentério e no estabelecimento de padrdes de comportamento
pés-natal. A expressdo monoalélica parental especifica desses genes é controlada
por elementos regulatérios localizados em regides diferencialmente metiladas
(DMRs). Estas regifes séao frequentemente associadas com ilhas CpGs (CGIs).
Regides circundantes as CGI, CGl-shores, foram recentemente identificadas como
DMRs com func¢des regulatrias associadas a genes préximas das mesmas. No
entanto, é ainda desconhecido se CGl-shores regulatérias ocorrem em genes
marcados. Muitos destes genes tem sido molecular e fenotipicamente caracterizados
em seres humanos e camundongos. No entanto, comparado com estas duas
espécies, os homélogos de genes marcados tem sido pouco caracterizados em
ruminantes. A perda de imprinting (LOI) tem sido frequentemente detectado na prole
derivada de tecnologias de reproducdo assistida (ART). As consequéncias
fenotipicas da LOI estdo associadas a etiologia da Abnormal Offspring Sindrome
(AOS) e a sindromes humanas relacionadas a genes marcados. Entre os principais
genes estudados na AOS em bovinos estdo o H19, o Igf2 e o Kcnglotl. Evidéncias
provenientes de estudos em humanos tem mostrado a ocorréncia de LOI em outros
loci marcados decorrentes de protocolos ART. O presente estudo, teve como
objetivo caracterizar o padréo de metilacdo da PeglDMR bovina tecidos soméaticos e
embrides. Utilizando os ensaios de MSRE-gqPCR e gDMA-IC, foram caracterizadas o
status de metilacdo de DNA de CGI e CGl-shore da Peg1DMR bovina. A regido CGI
apresentar uma 5mC% em torno de 40-60%, exceto para amostras de rim (5mC
meédia de aproximadamente 20%). Os niveis 5mC no CGI-shore apresentaram uma
média de aproximadamente 80%. O 5mC % do CGlI-shore foi positivamente
correlacionada com o homélogo do gene Mestitl em bovinos. Os resultados de
gDMA-IC diferiram de tecidos somaticos controles onde os perfis de metilacdo
também foram analisados por MSRE-gPCR. Devido a essas diferencas, 0s
resultados para quantificacdo de 5mC% utilizando tecido somatico como controle, 0s
resultados da analise de 5mC% em embrides devem ser analisados em paralelo

com sequenciamento de DNA modificado com bissulfito de sédio para uma definigdo



da eficacia real do efichcia desse novo ensaio em amostras com quantidades
diminutas de DNA.



ABSTRACT

The mechanism of genomic imprinting plays a crucial role during mammals
embryonic development and, it is involved in the fetal growth, placental development
and post-natal behavior phenotypes. The monoallelic parental specific expression of
this genes are controlled by regulatory elements located into differentially methylated
region (DMRs). These regions are frequently associated with CpG islands (CGI).
Surrounding sequences of CGI, CGl-shores, has been recently reported as DMRs
with regulatory function affecting many genes. However, if the same regulatory CGI-
shores occurs in imprinted genes is yet unknown. Many of these genes have been
molecular and phenotypically characterized, both in humans and mice. However,
comparing with these two species, imprinted genes has few homologues been
characterized in ruminants. Loss of imprinting (LOI) has been frequently detected in
offspring derived from assisted reproductive technologies (ART). The phenoatipically
consequences of the LOI events have been associated with the etiology of Abnormal
Offspring Syndrome (AOS) and imprinted syndromes in humans.

The major genes investigates in cattle presenting AOS are the H19, IGF2,
and, Kcnglotl. Compelling evidences from human studies have pointed for LOI in
other loci can be affected by ART protocols. The goal of the present study it was
characterize the methylation pattern of PeglDMR in bovine somatic tissues and
embryos. Using MSRE-gPCR and gDMA-IC assays, the DNA methylation status of
CGI and CGl-shore of bovine PeglDMR were analyzed. The CGI region present a
5mC% around 40-60%, except for kidney samples (5mC mean around 20%). The
5mC levels at CGI shore stay around 80%. The 5mC% of CGI-shore was positively
correlated with MESTIT1 gene. The results of gDMA-IC controls differed from
somatic tissues where methylation profiles were also analyzed by MSRE-qPCR.
Because of these differences in the 5mC% results using somatic tissue as a control,
the results for the quantification of 5mC embryos must be analyzed in parallel with
sequencing of sodium bisulfite modified DNA for a definition of the real efficacy of this

new protocol for test of samples with low amounts of DNA.



1 INTRODUGCAO

A epigenética € um ramo da biologia que possui como foco de estudo, 0s
mecanismo que levam a informacgéo contida no genoétipo a dar origem ao fenatipo.
No contexto molecular, a epigenética estuda as modificacdes na funcdo génica,
potencialmente herdaveis e reversiveis, que ndo alteram a sequéncia de
nucleotideos do DNA.

Entre as marca epigenéticas, a metilacdo do DNA € a mais estudada estando
envolvida na regulacdo basal dos diversos processos bioldégicos (GUPTA,
NAGARAJAN, WAJAPEYEE, 2010). O status de metilacdo do DNA contribui para
regulacdo da transcricdo dos genes, sendo uma marcacgao estavel, porém reversivel.
Essa marca epigenética ocorre predominantemente em dinucleotideos CpGs
(citosina-fosfato-guanina), podendo estar localizada em regides promotoras de
genes, constatando sua habilidade de controlar a transcrigdo (DAY & SWEATT,
2011; PELIZZOLA & ECKER, 2011). Regides gendmicas ricas em CG, conhecidas
como ilhas CpGs (CpG Islands, CpGl) geralmente se encontram sobrepostas a
Regides Diferencialmente Metiladas (DMR, do inglés Differentially Methylated
Region), o que evidencia o envolvimento das CpGl na regulacdo da expresséo
génica tecido especifico. Porém, estudos recentes tem mostrado que regibes ao
redor das ilhas CpGs, chamadas ‘shores’, localizados a 2Kb de distancia, também
podem estar associadas a regulacdo da expressdo génica caracterizando-se como
DMRs (IRIZARRY et al, 2009).

A metilacdo do DNA esta envolvida também no imprinting genémico, sendo a
principal marcagdo responsavel por sua ocorréncia. O imprinting genémico é um
mecanismo onde somente um membro do par de alelos é expresso, dependendo da
sua origem parental (FOWDEN et al, 2011). Pelo fato dos genes que sofrem
imprinting apresentarem um estado hapléide, esses genes sdo muito susceptiveis a
mutacdes ou alteracdes epigenéticas. A perda de imprinting (LOI, do inglés Loss Of
Imprinting) esta relacionada com a expressao bialélica de um gene, ou a perda total
da expressédo (ambas copias silenciadas) (FEINBERG, 2008). Relatos da literatuira
cientifica sugerem que o periodo de maior susceptibilidade para ocorréncia de

eventos de LOI é a fase desenvolvimento pré-implantacional do embrido, onde as



principais marcacdes epigenéticas estdo sendo apagadas e reestabelecidas (HIURA
et al, 2012).

Portanto, o foco sobre os riscos decorrentes da utilizacdo das tecnologias de
reproducdo assistida (ART) tem aumentado nos ultimos anos, pois alteracdes
epigenéticas decorrentes das ARTs podem estar associadas ao surgimento de
malformacdes, aberracdes cromossomais e falhas no desenvolvimento embrionério.
Estudos provenientes de diferentes laboratorios ao redor do mundo tém associado
essas alteracbes e doencas com falhas na manutencdo e/ou estabelecimento do
imprinting genémico (ZHENG et al, 2011; HIURA et al., 2012). Isso ocorre, pois as
ARTs sobrepdem-se a estagios iniciais do desenvolvimento embrionério,
manipulacdo de gametas até o cultivo do embrido. Portanto qualquer etapa do
processo de reproducdo assistida pode causar distirbios no processo normal de
imprinting (MANIPALVIRATN et al, 2009). Diversos estudos ja tem demonstrado que
o cultivo in vitro de embrido pode causar defeitos no padrdo de metilacao,
consequentemente afetando o desenvolvimento embrionério e fetal (KHOSLA et al,
2001; POPLINSKI et al, 2010). As consequéncias do erro do imprinting genémico
sdo manifestadas através da sua perda, que podem conduzir a uma variedade de
doencas como a Prader-Willi e Angelman em humanos (BILIYA & BULLAR JR,
2010; DENOMME et al, 2012). A sindrome do bezerro grande (AOS, do inglés,
Abnormal Offspring Syndrome), em ruminantes, € uma sindrome Vvista
principalmente em embrides gerados por transferéncia nuclear de célula somética.
Essa sindrome causa falhas no desenvolvimento embrionério e na placenta, além de
anormalidade no evento de reprogramacdo. Essas falhas no desenvolvimento
podem também ser causadas por alteracbes no padrdo epigenético de
reprogramacao génica durante o desenvolvimento (HIENDLEDER et al, 2006;
CURCHOE et al, 2009).

Dentre os genes que sofrem alguma epimutacdo, o gene Pegl/MEST
(Paternally Expressed Gene 1 / Mesoderm Specific Transcript) sofre o processo de
imprinting gendmico e s6 é expresso no alelo paterno e em tecidos mesodérmicos.
Alteracbes no padrédo de expressao desse gene, principalmente em ARTSs, tem sido
associada com a sindrome de Silver-Russel, em humanos, causada por perda de
imprinting (LOI) e com a sindrome do bezerro grande, em ruminantes. (KAGAMI et
al, 2007; MCMINN et al, 2004).



Devido a impossibilidade em se fazer pesquisas em embrides humanos
manipulados in vitro, 0 modelo de desenvolvimento bovino tem sido apontado por
diversos autores como mais adequado,para estudos de alteracGes epigenéticas, do
gue o de camundongos devido a semelhancas fenotipicas das sindromes bovinas
com as sindromes de ocorréncia em humanos. (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000;
WRENZYCKI et al, 2001).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Marcas e Mecanismos Epigenéticos

2.1.1 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA, ocorre através a adicdo de radicais metil no carbono 5'
da citosina por acdo de enzimas DNA metiltranferases (DNMTs) (JIN, LI,
ROBERTSON, 2011). Existem algumas DNMTs importantes para o estabelecimento
e manutencao da metilagdo em mamiferos.

As enzimas DNMT3A e DNMT3B sao responsaveis pela primeira marcacao
de metilacdo de uma célula, chamada de metilagdo de novo, que ocorre durante o
desenvolvimento embrionario. A DNMT1 esta envolvida com a metilacdo de
manutencao, ou seja, permite que essa marcacao seja herdada de uma célula para
outra, para que todas as células tenham o mesmo padrdo de metilacdo. E por fim, a
DNMT3L que tem a funcao de auxiliar no funcionamento das DNMT3A e 3B, apesar
de n&o possuir atividade de metiltransferase (HE, CHEN, ZHU, 2011; QIN,
LEONHARDT, PICHLER, 2011).

A principal fungcédo da metilagdo do DNA é a regulacdo génica, silenciando a
transcricdo; como pode ser observado em mecanismos associados a regulacéo
epigenética, como o imprinting genémico, a inativacdo do cromossomo X e 0
silenciamento transcricional de elementos repetitivos (YU, BAEK, KAANG, 2011,
BILIYA & BULLAR JR, 2010).

Em 98% das células sométicas, essa marcacdo se encontra nos
dinucleotideos CpGs, enquanto que nas células germinativas, um quarto de toda a
metilagdo aparece em regides ndo CpGs (JIN, LI, ROBERTSON, 2011). Dentre os
dinucleotideos CpGs no genoma dos mamiferos, cerca de 60 a 70% estdo altamente
metilados, com excecdo de areas densas de CpGs gque geralmente se encontram
nas regibes promotoras, e que sdo chamadas de ilhas CpGs (CGl, o inglés CpG
island), as quais apresentam um padrdo de metilagédo tecido especifico. As regides
promotoras com CGI metiladas geralmente sdo encontradas nos cromossomos X
inativados, no alelo que sofrem imprinting, em genes tecido especifico e em regides
intragénicas, embora a funcdo da metilagdo intragénica tem sido controversa
(FOUSE, NAGARAJAN, COSTELLO, 2010). Nesses genes, as CGlIs séao



encontradas geralmente dentro de regido diferencialmente metiladas (DMRs, do
inglés Differentially Methylated Region). Na presenca de metilacdo do DNA na regiao
promotora, a repressao da transcricdo génica pode ocorrer de duas maneiras: 1) a
presenca de radicais metil impedem a chegada de fatores iniciadores de transcricéo,
ou 2) os radicais metil atraem proteinas ligantes repressoras de transcricdo, como
histonas deacetilases, dominios ligantes de CpG metilados (MBDs) e proteinas 2
ligantes de CpG metilados (MeCP2) (YU, BAEK, KAANG, 2011).

Porém, as CGI também podem ser encontradas dentro do corpo génico
(intragénico) ou, regides gendmicas entre os genes (intergénico), chamados de CGI
"orfds". H& evidéncias que essas regides podem se comportar como sitios de inicio
de transcricdo, podendo agir como promotor alternativo para outros genes ou para
transcrever um ncRNA que vai regular a expressdo génica. As CGIs séo
encontradas em estado ndo metilado nessas regides, porém quando metiladas
silenciam a transcricdo do gene (DEATON & BIRD, 2011).

Contudo, estudos recentes sobre a metilacdo do DNA tem mostrado que pode
haver variacbes em regifes circundantes as DMRs de varios genes, inclusive nos
genes que sofrem imprinting gendmico. Essas regides circundantes, chamadas de
“shore” ou "CGl-shores", estdo localizadas até 2Kb de distancia a montante ou a
jusante das ilhas CpGs, podendo estar envolvidas na regulacdo da expressao
génica comportando-se como DMRs (IRIZARRY et al, 2009; DOI, A. et al, 2009).
Embora as CGI apresentem niveis baixos de metilacdo em regides promotoras, as
regides shores podem mostrar grande variacdo dos niveis de metilacdo. Estudos
recentes demonstram tanto hipermetilacdo quanto hipometilagdo nessas regides em
células tumorais. (JEONG et al, 2013)

No estudo de IRIZARRY et al (2009), analisando a metilacgdo do DNA em
tecido normal e tumoral, mostrou-se que 76% das DMRs tecido especificas (T-
DMRSs) estéo localizadas dentro de 2Kb das ilhas CpGs, sendo que somente 6% das
T-DMRs estédo dentro das ilhas. Os autores supracitados sugerem gue a metilacao
nessa T-DMR associadas a CGl-shores estdo associadas uma regulagao diferencial
da expressdo génica (IRIZARRY et al, 2009). A acdo de CGl-shores como
elementos regulatérios tem sido relatada por RAO et al (2013), os quais relataram a

acdo desse elemento regulatério na regulacédo do gene da Caveolina.



2.1.2 Imprinting Gendmico

O imprinting gendmico & um processo epigenético onde ocorre 0
silenciamento parental especifico de uma das cépias de um gene autossémico,
enguanto que a outra copia é expressa, ou seja, 0s genes que sofrem imprinting séo
geneticamente diploides (duas copias estao presentes), porém sao “funcionalmente”
haploides (somente uma copia € expressa). (JOHN & LEFEBVRE, 2011). Essa
expressao € parental especifica, sendo regulado por modificacdes epigenéticas,
como a metilagdo do DNA (SURANI, 1998).

A influéncia da expressao parental especifica tem sido postulada como um
fator que influencia no desenvolvimento embrionario e fetal de mamiferos, alguns
autores tem denominado essa influéncia como “hipétese do conflito” (JIRTLE &
WEIDMAN, 2007). Em alguns exemplos, como os genes Igf2 e H19, o alelo
paternalmente expresso do Igf2, influencia positivamente o crescimento do feto,
enquanto que o alelo maternalmente do H19 age como supressor de crescimento
fetal (KOUKOURA et al, 2011).

Como os genes gue sofrem imprinting sdo essenciais para o desenvolvimento
normal do organismo, tanto no desenvolvimento placentario e embrionério, além do
crescimento fetal muitos estudos tem mostrado a importancia do entendimento da
regulacdo génica alelo-especifico, ja que esse processo regula a dosagem dos
produtos génicos. A perda do controle de imprinting pode acarretar super expressao
ou baixa expressdo de genes regulados pelo mesmo, como observado em alguns
tipos de cancer (TYCKO, 2010).

Em muitos genes que sofrem imprinting, um dos alelos parentais adquire a
metilacdo diferencial durante a gametogénese, ocorrendo principalmente nas CGI
associadas aos mesmos. Se 0 estabelecimento da metilacdo diferencial em uma
DMR de um gene regulado por imprinting, ocorrer durante a gametogénese, a DMR
€ definida como gamética. No entanto, se a metilacdo ocorrer durante o
desenvolvimento embrionario, essa DMR é denominada pos-zigética. As DMRs
gameéticas tem sido associadas a regulacao da expressdo monoalélica de mais de
um gene marcado, dessa forma essas regides sdo denominadas centros de
imprinting (IC), elemento de controle de imprinting (ICE) ou regibes de controle de
imprinting (ICRs) (BUITING et al, 1995; RIPOCHE et al, 1997; SUTCLIFFE et al,
1994; ZWART et al, 2001; JOHN & LEFEBVRE, 2011)



O padrao parental especifico de metilacdo do DNA nas ICRs é estabelecido
durante a gametogénese. A programacao epigenética do imprinting genémico ocorre
em duas fases. A primeira, que ocorre na linhagem germinativa, envolve a
desmetilacdo e remetilacdo para remover todo o padrdo de metilacdo que existia e
assim, estabelecer um novo padrao nos gametas. A segunda etapa ocorre depois da
fertilizacdo até a implantagcédo, onde ha uma completa demetilagdo do embrido; e a
global remetilacdo depois da implantacdo. Durante esse processo, o imprinting das
DMRs gaméticas € mantido nas células somaticas, no entanto, as DMRs pOs-
zigoticas podem sofrer alteracbes (BILIYA & BULLAR JR, 2010; OSWALD et al,
2000; MAYER et al, 2000).

2.2 Desenvolvimento Embrionéario

2.2.1 Epigenética e o desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento nos mamiferos se inicia com a totipoténcia do zigoto, no
qual tem o poder de desenvolver um organismo inteiro. Essa totipoténcia ndo é
adquirida por um conjunto de modificagBes genéticas, pois, de um modo geral, todas
as células possuem a mesma sequéncia de DNA, mesmo cada célula tendo uma
capacidade propria de desenvolvimento. O que difere cada célula em sua
funcionalidade sdo as caracteristicas epigenéticas, que definem o desenvolvimento
do zigoto e permite a distin¢édo entre as células (SEISENBERGER et al, 2012).

Diferentemente da maioria das células, as células primordiais germinativas
(PGCs, do inglés Primordial GermCell) sofrem um processo unidirecional, chamado
de reprogramacdo. Essa reprogramacado ocorre a partir das modificacdes
epigenéticas, como remodelamento da cromatina, apagamento das marcas de
imprinting e a total demetilacdo do DNA. Essas marcas epigenéticas, principalmente
de metilagdo, constituem uma barreira epigenética para aquisicdo da totipoténcia,
portanto, a reprogramacao nessas celulas apaga todas essas marcac¢des garantindo
a eficiéncia no processo de totipoténcia celular (HACKETT, ZYLICZ, SURANI, 2012).
Durante a reprogramacdo, a metilacio do DNA e a manutencdo do imprinting

gendmico sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento embrionério, na



pré-implantacdo e manutencdo da gravidez (NEWELL-PRICE et al, 2000;
LUCIFERO et al, 2004).

A reprogramacdo epigenética ocorre em dois periodos: durante a
gametogénese e logo apos a fertilizacdo, no comeco do desenvolvimento
embrionério. Durante a gametogénese, as marcas e mecanismos epigenéticas sdo
totalmente apagadas em ambos os gametas para um novo estabelecimento dessas
marcas quando os gametas se formam por completo. E logo apos a fecundacéo e
fertilizacdo dos gametas, ambos genomas materno e paterno passam pela segunda
reprogramacéao, onde ocorre demetilagao total do DNA e somente reestabelecidas
quando o embrido ja estd na fase de blastocisto. Nessa segunda fase da
reprogramacédo, os genes que sofrem imprinting ndo sofrem alteracéo, ja que esses
genes apresentam papel fundamental durante o desenvolvimento inicial do embrido
(HALES et al, 2011; LEPIKHOV et al, 2010).

O processo de demetilacdo nos genomas paterno e materno ocorre de
maneiras distintas, passando por um processo ativo e passivo de demetilacao,
respectivamente. A demetilacdo passiva pode acontecer através da supressao da
atividade das metiltransferases, ao longo da divisdo celular, nos primeiros estagios
do desenvolvimento embrionario. Ja a demetilacdo ativa ocorre pela oxidacao da 5-
metilcitosina em 5-hridoximetilcitosina através da atividade da enzima da familia TET
— a TET3. (TAHILIANI et al, 2009; ITO et al, 2011; HE et al, 2011). Ambos o0s
genomas, paterno e materno, completam a demetilacdo no estagio de 16 células.
(EROGLU & LAYMAN, 2012)

2.2.2 Biotecnologias da reproducao e alteracdes epigenéticas

Desde o surgimento das diversas tecnologias de reproducéo assistida (ARTS),
a incidéncia de casais que utilizam dessas biotécnicas cresceu significativamente.
Estimativas indicam que de cada 10 pessoas, 1 € infértil; sendo que nos dias atuais
aproximadamente 3% dos nascimentos em paises desenvolvidos sao obtidos
através das ARTs. Na medicina veterinaria, muitas espécies também tem utilizado
das biotecnologias de reproducdo para estudos de melhoramento genético e até
conservacdo da espécie. Porém, embora essas ARTs sejam de grande valia o

tratamento da infertiidade e até para o melhoramento genético animal, estudos



desde 2002 demonstram o surgimento de sindromes no nascimento (EROGLU &
LAYMAN, 2012).

As ARTs tem sido associadas desde complicagdes durante a gestacao (pré-
eclampsia e complicacbes na placenta), logo ap6s o nascimento (baixo peso,
mortalidade perinatal e malformacdes congénitas) e com inducdo de alteracbes
epigenéticas. (ILIADOU, JANSON, CNATTINGIUS, 2011).

Fatores presentes nos meios de cultura in vitro (como o soro fetal, por
exemplo) de gametas e embrides tém sido relacionados ao aparecimento de
mutacdes epigenéticas, as epimutacdes (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000; KHOSLA
et al, 2001).

O efeito do cultivo in vitro afetando os mecanismos de imprinting genémico foi
observado pela primeira vez em ruminantes em um estudo com ovinos. YOUNG et al
(2001) mostraram uma relacéo entre a LOI e a alteracdo da expressao e padrao de
metilacdo aberrante de gene Igf2r em ovinos produzidos in vitro. Ha mais de uma
década estudos usando camundongos como modelo tem mostrado uma relagéo
entre o cultivo de embrides e o0 bloqueio da expressdo e metilacdo de genes que
sofrem imprinting (DOHERTY et al, 2000; DE RYCKE et al, 2002; THOMPSON et al,
2002; GOSDEN et al, 2003).

A perda de imprinting (LOI, do inglés, Loss of Imprinting) e falhas no
desenvolvimento sdo observadas em muitas espécies geradas por transferéncia
nuclear (clonadas), como por exemplo, em camundongo e bovinos (TAMASHIRO et
al, 2000). A LOI estd relacionada a alteracbes do desenvolvimento normal
embrionério e placentario, a doencas neuropsiquiatricas e a muitos tipos de
canceres, como o de pulméo, mama e colon, sendo associado com a inativacao de
genes supressores de tumor ou ativagcdo de genes promotores de crescimento
(JELINIC & SHAW, 2007).

Os erros de imprinting em ARTs podem ocorrer tanto nos gametas, atravésda
hiperestimulacdo dos ovarios, a maturacao in vitro dos gametas, a criopreservacao
dos gametas; quanto nos embrides ja formados, através do cultivo dos embrides e
criopreservacdo destes. (EROGLU & LAYMAN, 2012). Dentro as causas dos erros
de imprinting estdo: i. delecdo ou mutacdo nas regides de controle de imprinting; ii.
delec&o ou duplicacdo de regides cromossémica,;. iii. dissomia uniparental. (AMOR &
HALLIDAY. 2008).



10

O processo de reprogramacao epigenética também é influenciada durante os
protocolos de ARTSs, principalmente da transferéncia nuclear de célula somatica
(SCNT), onde a célula receptora ja possui as marcacdes epigenéticas estabelecidas
e ao receber o nucleo de outra célula, se torna incapaz de reprogramar suas marcas
epigenéticas. Como consequéncia pelas falhas na reprogramacédo, alguns genes
sofrem alteracdes no seu padréao de expressao (SMITH & MURPHY, 2004).

Para espécies bovinas, existe um numero consideravel de estudos que
mostram que a reprogramacgao epigenética € severamente comprometida em
embrides providos de SCNT; sendo muitas anormalidades baseadas na demetilagéo
do DNA genbmico no inicio do desenvolvimento, no efeito da metilagdo no
imprinting, e problemas gestacionais relacionados com LOI (SUZUKI, J. et al, 2009).
Portanto, muito do que se conhece da espécie bovina provém de estudos sobre as
ICRs e métodos qualitativos para determinar a expressao parental. LOS tem sido
observada no segundo e terceiro semestre de gestacdo de SCNT, e esta atribuida a
reprogramacao epigenética (SUZUKI, J. et al, 2011).

A prole de ruminantes e camundongos gerados por protocolos de ART podem
apresentar diversas anomalias, como hiper crescimento e gestagao prolongada, em
um fendmeno caracterizado como “LargeOffspringSyndrome” (LOS) ou como foi
mais recentemente denominada, Abnormal OffspringSyndrome (AOS). A etiologia da
AOS tem sido associada a alteracbes no padrdo de expressdao génica,
especialmente em genes marcados (WRENZYCKI et al, 2005). Uma das hipéteses
para ocorréncia da AOS, é o efeito dos meios de cultivo e da reprogramacao
gendmica dos nucleos sométicos (em protocolos de transferéncia nuclear) sobre o
padrdao de metilagdo do DNA nos embrides (BOURC’HIS et al, 2001; DEAN et al,
2001; REIK et al, 2001).

Embora a espécie bovina seja a mais usada para o desenvolvimento de
tecnologias de reproducédo assistida, estudos de imprinting em bovinos permanecem
pouco elucidados na area de pesquisa devido a falta de informacdo sobre
polimorfismo e genes que sofrem imprinting gendmico. Isso pode indicar que
bovinos clonados podem tolerar uma alta modificagdo do padrdo de imprinting no
estagio fetal, no qual pode proporcionar uma alta eficiéncia na clonagem bovina.
Essas alteracdes, entretanto, tornam o clone mais fraco que os de reproducéo

natural, e a mudanca ambiental pos-natal abrupta é suficiente para induzir um stress
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ao recém-nascido causando a morte dele poucos dias depois do nascimento
(ZHANG, S. et al, 2004).

2.3 O gene de estudo

2.3.1 O Gene Pegl/MEST (Paternally expressed gene 1 / Mesoderm

Specific Transcript)

Analisando embrides partenogénicos de camundongo, KANEKO-ISHINO et al
(1995), conseguiu identificar 8 Pegs, sendo dois deles (Pegl e Peg3) associados
com comportamento materno anormal em fémeas knockout. O Pegl, ou MEST, é
expresso em humanos e bovinos, sendo encontrado no cromossomo 7 e 4,
respectivamente (LI et al, 2002), sendo associado com o crescimento de células
originadas do mesoderma (MOON et al, 2010). Analise da metilagdo do DNA indicou
metilacdo materna em uma ilha CpG sobreposta ao promotor desse gene e
hipometilacdo do alelo paterno.

J& foi relatado que em humanos esse gene possui duas isoformas, usando
diferentes promotores. A isoforma 1 € expressa somente no alelo paterno, enquanto
a isoforma 2 tem expressdo bialélica (non-imprinted) (KOSAKI et al, 2000).

No ano de 2002, NAKABAYASHI identificou um RNA nao codificante (ncRNA)
dentro do gene Pegl. Este ncRNA, chamado de MESTITI (MEST intronic transcript),
pode participar da regulacdo da expressdo do gene Pegl, porém ndo tem uma
funcdo esclarecida. Assim como o Pegl, o MESTIT é transcrito somente pelo alelo
paterno e em tecido fetais; tem sua sequéncia localizada dentro do intron do gene e
€ composto por somente 2 exons e um tamanho de até 4,2 Kb. (MEYER et al, 2003)

Alteracbes epigenéticas na PeglDMR humana tem sido relacionadas a
Sindrome de Silver-Russell (SRS) (KAGAMI et al, 2007), sendo caracterizada por
problemas intrauterinos e retardamento do crescimento pds natal e, alguns
pacientes portadores dessa sindrome exibiram dissomia uniparental materna no
cromossomo 7 (mUPD7, do inglés Maternal Uniparental Disomy) (ZHENG et al,
2011). Alguns estudos caracterizam a PeglDMR como a regido alvo nessa
sindrome por estar localizado no cromossomo 7 (RIESEWIJK et al., 1998). Dentro

da sequéncia do gene Pegl/MEST existe uma DMR, onde o padrdo de metilacdo
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varia nos tecidos. A manipulacdo de embrido em cultura in vitro pode causar um
desequilibrio nesse padréo de metilacdo ocasionando problemas genéticos. Apesar
de relatada em humanos, alteracdes na Peg1DMR néo foram estudadas em bovinos
devido a falta de caracterizacdo de sua sequéncia e de seu padrdo de metilacdo do
DNA, o que impede estudos semelhantes em bovinos normais ou derivados de
reproducao assistida.
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3 OBJETIVOS

Caracterizar o perfil de metilacdo do DNA na regido diferencialmente metilada
(DMR) do gene Pegl bovino em embrides e tecidos somético derivados de

cada uma das diferentes camadas germinativas;

Caracterizar in silico as ilhas CpGs e shore dentro da PeglDMR

Quantificar a status de metilacdo em tecidos somatico por MSRE-gPCR

(Methylation Sensitive Restriction Enzyme assay — quantitative PCR).

Estabelecer o ensaio de quantitative DNA methylation analysis follow inverse
COBRA (qDMA-IC assay) para analise da metilagdo do DNA em embrides

bovinos.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Analise in silico

4.1.1 Regides estudadas

As regibes gendmicas escolhidas para analise do padrdo de metilacdo do
gene PeglDMR foi obtida no banco de dados da Universidade da Califérnia Santa
Cruz — UCSC (http://[genome.ucsc.edu), onde houve também a identificacdo de
regides evolucionariamente conservadas entre diferentes espécies. Esse gene é
encontrado no cromossomo 4 (bosTau6/Cow - chr4:95,066,962-95,079,689), onde
foi analisado a regidao 5 do gene mais 2Kb a montante do sitio de inicio da
transcricdo, para identificacdo de ilhas CpGs sendo esta realizada através do
software CpGPlot (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/). Os parametros
utilizados foram: Razdo CpG observado/esperado = 0.6; e, porcentagem GC minima
= 50%. As regides escolhidas foram a ilhas CpGl e uma “shore” 5" da bPeg1lDMR,

sendo a posicao, tamanho e os primers mostrados na Figura 3 e Tabela 2.

4.2 Preparacdo das amostras

4.2.1 Amostras analisadas

As amostras de blastocisto e embribes foram fornecidas pelo Setor de
Biotecnologia de Embriées do Laboratério de Reproducao e Melhoramento Genético
Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense. As amostras de tecidos de
diferentes origens embrionarias foram obtidas no Matadouro de Campos dos
Goytacazes, RJ (Tabela 1).
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Tabela 1. Amostras para o estudo de metilacéo da regido DMR do gene Pegl bovino.

Amostras Origem Especificacdo Animal Tempo de Coleta

Setor de Biotecnologia
de Embrides do
Blastocisto Laboratorio de o Bos taurus Rotina do
Reprodugéo e inicial taurus laboratério
Melhoramento Genético

Animal
Figado
Rim Matadouro em Campos o Bos taurus ]
. 4 animais Logo apods abate
Coracéo dos Goytacazes, RJ taurus
Cérebro

4.2.2 Producéo in vitro de embrides
4221 Selecdo e maturacao dos odécitos in vitro (MIV)

ApoOs a coleta de ovarios em matadouros locais, complexos cumulus-odcito
(COC) serdo selecionados com graus 1 e 2, de acordo com a classificacdo de
qualidade relatada por LOOS et al (1989). Apés a selecéo, estes foram lavados 3 a 4
vezes em meio de cultura de tecidos (TCM) 199 com Hepes, suplementado com 5%
de soro fetal bovino (SFB), 10UI/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina, e
posteriormente transferidos para o meio de maturacao.

O meio utilizado para maturagao in vitro foi o TCM 199 acrescido de 10% de
BSA, 0,5 ug de hormdnio foliculo estimulante (FSH), assim como dos antibiéticos
citados anteriormente. A maturacdo foi realizada em placas de quatro pocos
contendo 500uL de meio de cultivo em estufa a 38,5°C sob atmosfera de 5% de CO,
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durante 22h. Apdés este periodo, foi realizada a remocao das células do cumulus

pelo método mecénico de pipetagem.

4.2.2.2 Fertilizacao in vitro (FIV)

Foi utilizado sémen congelado de touros que foram testados separadamente
de uma mesma partida que passara pelo gradiente Percoll (Pharmacia) e logo em
seguida foi lavado com 5mL de TALP-sp acrescido de BSA para remover o
excedente do Percoll e tratamentos. Apés a maturacao, grupos de 30 odécitos foram
lavados (3x) em meio de fertilizacdo e transferidos para gotas de 150uL de meio de
fertilizacdo sob 6leo mineral em placa de Petri (Corning 35x10mm). A concentracéo
final de espermatozéide foi ajustada para 2x10%/mL e estes foramco-incubados com
0s COC a uma temperatura de 39°C em atmosfera de 5% de CO, durante 18h. O
meio de fecundacédo in vitro utilizado foi o TALP-fecundagédo suplementado com
6mg/mL de BSA livre de &cidos graxos, 2mM de penicilamina, 1mM de hipotaurina,
250mM de epinefrina e heparina a 1%. ApOs este periodo, 0s supostos zigotos
foram lavados (3x) em meio de cultivo (TCM 199 suplementado com 10% de SFB e
antibiéticos - 100UI/mL de penicilina e 100Ul/mL de estreptomicina) para remogao
das células do cumulus e espermatozoides e, em seguida, transferidos para gotas
de cultivo de 100uL (20 odcitos por gota) sob 6leo mineral, onde foram mantidos por

7-8 dias a 39°C em atmosfera de 5% de CO, em ar.

4.2.3 Extracdo do DNA

4.2.3.1 Amostras de Tecidos

As amostras de DNA dos diferentes tecidos foram extraidas de acordo com o
protocolo modificado de OLERUP & ZETTERQUIST (1992). Para a extragdo de DNA
das amostras fragmentos de 0,3 a 0,5 cm de tecido foram macerado com lamina de
bisturi estéril e, subsequentemente colocados em um microtubo de 1,5mL. Em cada
microtubo contendo a amostra de tecido macerada foi adicionado 500uL de PBS,

homogeneizado em vortex por 8 segundos e posteriormente centrifugados por 2 min a
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5.000 x g. Apds a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados
80uL de tampéo proteinase K (0,375M de NaCl; 0,12M de EDTA), 280uL de agua
milli-Q, 10uL de SDS 20%, e 4uL de proteinase K 25mg/mL). A mistura final (374uL)
foi entdo homogeneizada gentilmente com o pipetador. Cada amostra foi incubada a
55°C por overnight. Apds a digestdo com a proteinase K, os tubos foram colocados na
geladeira por 15 min. Adicionou-se entdo 500uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1) (Invitrogen®), as amostras foram misturadas de 3 a 5 vezes por inversao e
centrifugadas a 20.000 x g por 8 min (centrifuga refrigerada — 0°).

ApGs a centrifugacéo, a fase aquosa (aproximadamente 400uL) foi transferida
para um novo tubo estéril onde se adicionou 1mL de etanol absoluto gelado. Logo
apos, o material foi centrifugado (0°C) por 10 min a 20.000 x g e entdo o
sobrenadante foi descartado por inversdo. Em seguir, foi adicionado 1mL de etanol
70%, sendo também centrifugado por 10 min a 20.000 x g. O sobrenadante foi
descartado logo apds e o material ficou secando em temperatura ambiente sobre
papel filtro por 20 min. Por fim, para a diluicdo do material, foram adicionados 30uL de
agua milli-Q estéril, permanecendo aquecida (37°C) por 30 min para a diluicdo do
material. Logo ap0s a extracdo, as amostras de DNA foram quantificadas por meio da
leitura em espectrofotdbmetro (NanoDrop2000). A pureza do DNA foi verificada a partir
da relagdo 260/280nm, sendo o ultimo comprimento de onda utilizado para detectar
proteinas. Quando a relacdo das densidades Opticas (260/280) se encontrava entre

valores de 1.8 a 2.0, o material foi considerado como tendo boa qualidade para uso.

4.2.3.2 Amostras de Embrides

A extracdo de DNA de embrides bovinos foi realizada segundo o protocolo
descrito no EZ DNA-Methylation Direct kit (ZYMO). Foi extraido 1 embrides na fase

de blastocisto



4.3 Anélise in vitro

A analise do projeto se dividiu na analise do perfil de metilacdo do DNA das
amostras de tecidos e embrides, e estudo dos transcritos relativos do gene Pegl
bovino. Para o estudo em embrifes houve a padroniza¢do de uma nova técnica com

bissulfito de sédio que permitiu a anélise do status de metilagdo do pouco material

celular que o embrido possui como esta monstra no esquema da Figura 1.

Extracdo do DNA

l Tecidos | Embridces ‘

!

!

Amplificagao
Genoma Wide

enzima de restricdo

!

Real Time —
Quantitative PCR

| Digestao com

Figura 1: Procedimento experimental do presente estudo para analise dos perfis de

Conversao do DNA por
Bissulfito de Sédio

Extracdo do RNA

I Tecidos e Embrioes

| |

PCR Transcrigao
Reversa (RT-PCR)

Real Time —
Quantitative PCR

metilacdo do DNA e transcritos relativos do gene Peg1DMR.
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4.3.1 Estudo dos perfis de metilacdo do DNA por técnica de MSRE-
gPCR

As amostras de DNA foram incubadas por 6h a 37°C em um volume total de
10pL (1,0pL TplOx, 5U de enzima, 30ng DNA da amostra, e H,O Milli-Q para
completar o volume total). Para controle, usamos DNA das amostras nao digeridas;
onde o volume de enzima foi substituido por H,O ultrapura (Milli-Q). A enzima de
restricdo utilizada foi a Hpall (sensivel a metilacdo do DNA) que reconhece o sitio 5"-
CCGG - 3. Para a andlise quantitativa do padrdo de metilacdo das amostras de
tecido da regido CGI e shore do gene Pegl foi feito PCR em tempo real conforme o
protocolo de HASHIMOTO et al (2007). As porcentagens de metilagdo do DNA de
cada amostra foram calculadas segundo a férmula 5mC % = 100 x 2-A°Y (ACt = Ct
da amostra digerida — Ct da amostra ndo digerida) (HASHIMOTO et al 2007). Os
ensaios de gPCR foram realizados em um volume final de 10uL (5,0uL PCR
Mastermix [SybrGreen, Applied Biosystem]; 2,7uL &gua; 150 mM de cada primer
sense e antisense); para cada ensaio foram adicionados 2,0 uL de amostra de DNA
digerido ou sham.

As condig¢des de ciclagem foram: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 30
seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 30 seg. Toda distribuicdo das aliquotas de mix de
gPCR foram realizadas utilizando um micropitetador eletrénico monocanal da marca
Gilson e a distribuicdo das amostras de DNA digeridas e nao digeridas utilizando um
micropipetador multicanal da mesma marca. As curvas de dissocia¢cdo foram obtidas
seguindo os ciclos. Cada reacao foi feita em duplicata.
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4.3.2 Andlise da metilacdo do DNA em embriGes bovinos através do
ensaio de quantitative DNA methylation analysis follow inverse COBRA assay
(DMA-IC assay)

4.3.2.1 Modificagcao de DNA gendmico por tratamento com Bissulfito de
Sédio

Foram utilizado 5 ng de DNA genbmico derivados de tecido somatico (figado
e Coracao para modificacdo por bissulfito de sodio. A extracdo de DNA gendmico
de células embrionérias de bovinos foi realizada segundo o protocolo descrito no EZ
DNA-Methylation Direct kit (ZYMO). Para cada amostra analisada foram utilizados de
1 a 6 embrides na fase blastocisto.

O tratamento com bissulfito de soédio permite distinguir citosinas de
metilcitosinas no carbono 5° (5mC) no DNA. O bissulfito de s6dio causa deaminacao
do DNA genbémico em condi¢cdes nas quais as citosinas sao convertidas em uracilas
e as 5mC permanecem inalteradas. Apos o tratamento, todas as citosinas nao
metiladas sdo convertidas em uracilas, enquanto as citosinas metiladas
permanecem inalteradas. Desta maneira é possivel distinguir entre DNA metilado e
DNA néo metilado, uma vez que a presenca de citosinas apés este tratamento € um
indicativo de sequéncia metilada (FROMMER et al, 1992). O DNA gendmico de
células somaticas e embrionarias foram submetidos ao tratamento com bissulfito de
sédio utilizando o EZ DNA-Methylation Direct kit (ZYMO) seguindo especificacdes do
fornecedor.

4.3.2.2 Amplificacdo genoma wide
Apbs a conversao do DNA por bissulfito de sédio, as amostras passaram pelo

processo de amplificacdo global do DNA convertido utilizando o Epitec Whole

Bisulfitome kit (QIAGEN) conforme as especificagdes do fabricante.
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4.3.2.3 Digestado com enzimas de restricdo sensiveis a metilacédo

Logo apds a amplificacdo global do DNA convertido por bissulfito de sodio,
cerca de 1ug de DNA foram incubadas por 1h ou 8h a 37°C ou 55°C (dependendo
da enzima utilizada) em um volume total de 20uL (1,0pL Tpl0x, 0,15uL BSA, 5U de
enzima, e H,O Milli-Q para completar o volume total). Para controle, usamos DNA
das amostras ndo digeridas; onde o volume de enzima foi substituido por H,O
ultrapura (Milli-Q). Para os ensaios de gDMA-IC foram utilizadas diferentes

endonucleases (Hhal e Faul).

4.3.2.4 Real time PCR - Quantitative PCR

Para a andlise das amostras de embrido convertidos por bissulfito de sédio, o
status de metilagdo da regiao CGl do gene Pegl foi feito PCR em tempo real
conforme o protocolo de HASHIMOTO et al (2007). As porcentagens de metilacdo
do DNA de cada amostra foram calculadas segundo a férmula 5mC% = 100*2 ¢V
(ACt = Ct da amostra digerida — Ct da amostra ndo digerida) (GOMES et al,
2007).As amostras foram diluidas 1:1pL (v:v) de H,O e os ensaios de gPCR foram
realizados em um volume final de 20 pL (10,0 uyL PCR Mastermix [SybrGreen,
AppliedBiosystem]; 5,4uL agua; 150mM primer sense; 150mM primer antisense;
4,0uL de cada amostra).

As condi¢des de ciclagem foram: 95°C por 10 min, 50 ciclos de 95°C por 30
seg e 60°C por 1 min. Toda distribuicdo das aliqguotas de mix de qPCR foram
realizadas utilizando um micropitetador eletrénico monocanal da marca Gilson e a
distribuicAo das amostras de DNA digeridas e nao digeridas utilizando um
micropipetador multicanal da mesma marca. As curvas de dissocia¢cdo foram obtidas

seguindo os ciclos. Cada reacéo foi feita em triplicata.



22

4.3.3 Anélise dos transcritos relativos nos tecidos

4.3.3.1 Extracdo de RNA

4.3.3.1.1 Amostras de Tecidos

As amostras de RNA dos diferentes tecidos foram extraidas de acordo com o
protocolo do Trizol. Para a extracdo de RNA das amostras, foi colocado em um placa
de petri estéril um pedaco do tecido (aproximadamente 0.3 — 0.5 cm), cada amostra
foi ~macerada gentilmente utilizando laminas de bisturi estéreis. As amostras
maceradas foram colocadas em um tubo de microcentrifuga de 1.5 mL sendo
subsequentemente adicionado 1mL de Trizol (Invitrogen®) a cada amostra. Para cada
de 1,5mL e foram adicionados 200uL de cloroférmio, logo em seguida misturados por
inversdo por 15 segundos e deixados em temperatura ambiente (15-30°C) por 3
minutos. As amostras entdo foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min (centrifuga
refrigerada — 2-8°C). Apos a centrifugacéo, a fase aquosa (aproximadamente 300uL)
foi transferida para um novo tubo estéril onde se adicionou 500uL de isopropanol.
Apds a homogeneizacdo das amostras por inversdo (de 3 a 5 vezes), as amostras
ficaram em temperatura ambiente (15-30°C) por 10 min. Logo apds, o material foi
centrifugado (2-8°C) por 10 min a 12.000 x g. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado por inversao. A seguir, foi adicionado 1mL de etanol 75%, vortexado por
10 segundos e centrifugado por 5 min a 7.500 x g. O sobrenadante foi descartado
logo apds e o material ficou secando em temperatura ambiente sobre papel filtro por
15 min. Por fim, para a diluicdo do material, foram adicionados 30uL de agua milli-Q
passada. Logo apds a extracdo, as amostras de RNA foram quantificadas através da
leitura em espectrofotdbmetro (NanoDrop2000). A pureza do DNA foi verificada a partir
da relacdo 260/280nm, sendo o ultimo comprimento de onda utilizado para detectar
proteinas. Quando a relacdo das densidades 6pticas (260/280) se encontrava menor

que 1.6, o material foi considerado como tendo boa qualidade para uso.
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4.3.3.2 Transcricao reversa e PCR quantitaivo (RT-qgPCR)

Aproximadamente 900-1000 ng de RNA total foram submetidos a ensaio de
digestdo com DNase | (1U) por 10 minutos a 37°C para eliminacdo de qualquer
resquicio de DNA gendmico nas amostras. Logo em seguida, foi adicionado EDTA
(25mM) por 15 minutos a 75°C para a inativacdo da DNase |. Por fim, a transcrigao
reversa foi realizada utilizando High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems®) conforme instru¢cdes do fabricante. As condi¢bes de ciclagem para a
transcricdo reversa foram: 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5

segundos.

4.3.3.3 Reacédo de Cadeia de Polimerase — PCR

Logo apéds a transcricdo reversa foi feito uma PCR para comprovacéo de que
houve a completa conversdo de RNA para cDNA. As amostras de cDNA foram
diluidas na proporg¢éo 1:5 (v:v) em ddH,0, sendo utilizados 2uL de cDNA por reagao.
A PCR foi realizada em um volume final de 10uL [ 5,85uL ddH,O; 1,0uL 10x RT-
Buffer; 150mM de cada primer (Sense e antisense); 100mM dNTP (25mM cada);
1.5mM de MgCly; 0,05uL AmpliTag Gold DNA Polimerase Applied Biosystems];
2,0uL de cDNA). As condicdes de ciclagem foram: 95°C por 10 min, 40 ciclos de
95°C por 30 seg, 60°C po 30 seg e 72°C por 30 seg, com extensao final de 72°C por

10 minutos.
4.3.3.4 Real Time PCR - Quantitative PCR (qPCR)

Para a analise dos transcritos relativos das amostras de tecidos e embrido do
gene Pegl foi feito PCR em tempo real conforme o protocolo de HASHIMOTO et al
(2007). As porcentagens de metilacdo do DNA de cada amostra foram calculadas
segundo a férmula 2-42Y. Os ensaios de qPCR foram realizados em um volume
final de 10 pL (5,0 uL PCR Mastermix [SybrGreen, AppliedBiosystem]; 2,7uL agua;
150mM de cada primer (sense e antisense); 2,0uL de cada amostra).

As condicdes de ciclagem foram: 95°C por 10 min, 50 ciclos de 95°C por 30

seg e 60°C por 1 min. Toda distribuicdo das aliqguotas de mix de qPCR foram
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realizadas utilizando um micropitetador eletronico monocanal da marca Gilson e a
distribuicAo das amostras de DNA digeridas e nao digeridas utilizando um
micropipetador multicanal da mesma marca. As curvas de dissociacao foram obtidas

seguindo os ciclos. Cada reacéo foi feita em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo de regides evolutionariamente conservadas (ECRs,
do inglés Evolutionary Conserved Regions) dentro da PeglDMR com

caracteristicas de CGl-shores

Foram identificadas regioes evolucionariamente conservadas,
correspondentes a PeglDMR, entre diferentes espécies de mamiferos (26
espécies). A ilha CpG associada a regido promotora do gene Pegl bovino foi
identificada como regido onde transcritos desse gene foram identificados nessas
espécies.

No entanto, os critérios para identificacdo de CGl-shores ainda sédo recentes
na literatura, o critério de regido aproximadamente 2 a 4 Kb a montante ou a jusante
de ilhas CpGs identificou uma regido altamente conservada (acima de 70% de
identidade entre 26 espécies).

No entanto, se observado na Figura 2, com os dados de MultiZ alignment
derivados do UCSC web Browser, torna-se clara a sobreposi¢cdo da CGI-shore
analisada, com a sequéncia homoléga do gene MESTIT1 (MEST intronic transcript
1), também conhecido como Pegl-AS (NAKABAYASHI et al, 2002). Poucos
trabalhos tem sido publicados sobre a funcdo de MESTIT1, esse gene é
paternalmente expresso em humanos e sua instabilidade de imprinting tem sido
observada em cultura de células-tronco embrionarias humanas (KIM et al, 2007,
YAMADA et al, 2004, MEYER et al, 2003, NAKABAYASHI et al, 2002).
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Figura 2. Representacao gréafica das regides cujos niveis de metilacdo do DNA (5mC)
foram investigados na Peg1DMR bovina. **CGl-shore e ***CGl. Gréfico gerado

segundo dados do UCSC genome browser para alinhamento entre diferentes
espécies de mamiferos (Multiz alignment).

Apés o alinhamento da sequéncia da PeglDMR com outras espécies, a

regido DMR foi analisada para identificacdo das ilhas CpG através do software CpG

Plot (https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/). Usando identidade de

70-80% de CG foram observadas duas ilhas. A regido CGI para o presente estudo

foi escolhida devido a proximidade da regido promotora do gene e a CGl-shore por
estar a aproximadamente 2-4 Kb de distancia da CGI (Fig 3). Em seguida foi

desenhado os primers para ambas regibes, além da regido para estudo dos
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transcritos relativos do gene Pegl/MEST através do software GeneRunner v3.05
(Tabela 2)

Observed vs Expected
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Figura 3: Resultados do software CpGPlot. Identificacdo das ilhas CpGs

(aproximadamente 80% de CG) e a sua Shore (aproximadamente 40% de CG)

(linhas em vermelho).
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Regido Sequéncia Tamanho do Amplicon (pb)
CGl-shore
Sense 5 - "TCTCTTTATGTGCTGCTGTTCAA — 3 105 pb
Antisense 3- AACAGGACAGAACTGAGACTGC -5
CGl
Sense 5 - GGGTGGGCTCTAAAAGTCG - % 100 ob
. p
Antisense 3'— CCTCCTCTGCGGCAACCG -5
cDNA
Sense 5 - GCGGTGCCCCTGCTTGCG - & 184 pb
Antisense 3’ - TGGATGTTGGAAAGCCGTGT -5
CGI-BIS
Sense 5 - AGTTTAGAGGTAGGTTTAGTTTAG - 3 172 pb
Antisense 3- CCTCAAATACAATAAAACCCAAAA - 5

Tabela 2. Sequéncia nucleotideos dos primers utilizados nos ensaios de MSRE-qPCR
e DMA-IC para a Peg1DMR bovina.
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5.2 Perfil de metilacdo do DNA (5mC) na CGI e CGIl-shore da Peg1lDMR;
identificag@o de candidato ao gene homdélogo MESTIT1 bovino

Foram utilizadas amostras de tecidos derivados de animais do matadouro
como fonte de DNA na idade adulta. Os dados dos resultados de MSRE - qPCR séo
expressos como média *+ desvio padrdo (média + SD) a partir de quatro amostras
diferentes para cada tecido. A percentagem de metilacdo do DNA (5mC%) para
PeglDMR CGI foram 38,25 (+ 3,92) para o cérebro; 45,08 (+ 17,14) para a amostras
de tecido renal; de 20,7 (+ 6,71) para o amostras de tecido cardiaco; 40,23 (+ 12,43)
para amostras de figado (Figura 4).

Os coeficientes de variacdo encontrados para CGI foram 10,25%, 38,02%,
32,44%, 30,89% para o cérebro, coracdo, rins e figado, respectivamente.
Recentemente trabalhos publicados por de diferentes grupos de pesquisa tem
demonstrado que a 5mC% em DMRs de genes regulados por imprinting genémico
em tecidos adultos de humanos apresentam valores entre 40-60% (WOODFINE et
al, 2011). Essa discordancia para a niveis hipotéticos e esperados de 50% de 5mC
pode ser atribuido a estimulos ambientais vivenciados por individuos durante seu

tempo de vida.
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Figura 4. Resultados dos ensaios de MSRE-gPCR demonstrando a 5mC% na
PeglDMR bovina nas regides CGI (A) e CGl-shore (B).

Para bovinos, os animais sdo submetidos a uma série de diferentes fatores
gue podem afetar os niveis 5mC em diferentes loci do genoma, incluindo genes
marcados. Fatores que podem afetar as deposicdo ou remocdo das marcas
epigenéticas como a alimentacdo, o estado nutricional durante o periodo de pre-
natal, os antibioticos e a exposicdo a agentes patogénicos tem sido relatados em
camundongos e humanos (BIERNE et al, 2012; GONG et al, 2010; HOYO et al,
2011; PERNG et al, 2012; SHIN et al, 2011; SOUBRY et al, 2011; VIDAL et al,
2013; WATERLAND et al, 2010; HEIJMANS et al, 2008; BOKS et al, 2009;
STEEGERS-THEUNISSEN et al, 2009; TOBI et al, 2009). Essas alteracdes
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epigenéticas poderiam ocorrer também em bovinos, o que explicaria a discordancia
na 5mC% observado no presente estudo.

Também foram encontradas diferencas na 5mC% entre a média das amostras
de tecidos, como por exemplo a média de 5mC% das amostras de tecido renal (20,7
- £6,71), 0 que representa quase 50% de reducao (hipometilagdo) comparando as
médias de outros tecidos analisados (cerca de 40% de 5mC detectada). Estes
resultados demonstraram que a variagdo em CGI de PeglDMR pode diferenciar de
forma individuo e tecido especifico.

Se h& algum significado fenotipico dessa variabilidade epigenética, ainda
precisa ser investigada. Se a origem das diferencas de metilacdo do DNA
observados ocorre durante o periodo entre o nascimento e a vida adulta desses
animais é impossivel saber no presente estudo, pois para cada uma das amostras
utilizadas, ndo ha amostras de periodos de vida precoce dos animais.

A variabilidade epigenética induzida por estimulos ambientais sdo um
componente mais importante da teoria chamada Developmental Origem of Health
and Disease (DOHaD) (UAUY et al, 2011; WOJTYLA, 2011; GILLMAN et al, 2007,
NEWNHAM, 2007; SILVEIRA et al, 2007). O efeito da exposicdo a diferentes
"epimutators"” durante o desenvolvimento pré e pos-natal ja foi reportado associado a
etiologia de diferentes doencas em humanos e ratos concebidos in vivo.

Em ruminantes, apesar dos estudos em animas derivados de transferéncia
nuclear e fertilizacdo in vitro, as influéncias da histéria do desenvolvimento do
epigenoma dos animais nao tem sido investigado para in vivo (SU et al, 2011; YANG
et al, 2005; SUTEEVUN-PHERMTHAI et al, 2009; CURCHOE et al, 2009; SUZUKI
et al, 2009).

Apesar das consequéncias fenotipicas que as diferencas interindividuais na
metilacdo do DNA podem provocar (assumindo possiveis influéncias sobre a origem
de diversas doencas), se 0 mesmo ocorre in vivo em ruminantes ainda € uma
guestao a ser investigada.

Portanto, a variabilidade de imprinting genémico ocorrida nos protocolos de
manipulagéo in vitro pode representar uma questao importante para o uso de tecidos
bovinos como fonte de nucleos celulares em protocolos de biotecnologia, como a
transferéncia nuclear. Se a LOI ocorrer durante a cultura in vitro para a obtencao de
células doadoras de nucleo, é possivel supor que as diferengas epigenéticas podem

contribuir para a ocorréncia de epimutacées em animais clonados.
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Além do foco das pesquisas nas ilhas CpGs nos genes regulados por
imprinting gendmico, as regides a montante e a jusante das ilhas CpG (regides
shores) tem ganhado a atengc&o nos ultimos cinco anos, como uma possivel nova
classe de DMRs atuando como regides reguladoras (KINOSHITA et al, 2013;
PERISIC et al, 2012; RAO et al, 2013; DOI et al, 2009).

Para a analise quantitativa de CGI-shore, encontramos meios para 5mC% de
83,30 (+ 28.93) para o cérebro , 88,20 (+ 8.91) para o coracéo, 90,60 (+ 9.66) para
os rins e, 80,10 (+ 6.34) para o figado (Figura 1B). Os coeficientes de variacdo foram
34,72% para o cérebro, de 10,10% para o coracdo, 10,66% para os rins e, 7,92%
para o figado. Ao invés de uma maior variabilidade encontrada ser na regido CGI-
shore, como muitos estudos mostram, em nosso estudo verificamos a situacao
inversa; tendo maior variabilidade na regidao CGI (DOI et al, 2009; IRIZARRY et al,
2009).

Devido a complexidade na estrutura gendmica em genes regulados por
imprinting gendmico, as interpretacdes sobre possiveis novas sequéncias
regulatorias devem ser cautelosas. Foi observado, a partir dos resultados de MSRE-
gPCR, um perfil de hipermetilacdo do DNA. Nao foram encontrados perfis de
metilagdo que pudessem correlacionar a 5mC% na CGI shore com a expressao de
Pegl nos tecidos analisados. No entanto, se observarmos na figura 5, a
sobreposicao da sequéncia analisada da CGlI-shore ao possivel locus ancorando o
corpo génico de um homoélogo bovino do gene MESTIT1 (Mest Intronic Trancript 1)
essa locacdo poderia explicar pelo menos uma razdo para os padrbes de
hipermetilagdo encontrados (Figura 6).

Apesar da classica associacao da metilagdo do DNA ao silenciamento génico
em regides promotoras génicas, o inverso tem sido relatado em corpos génicos
(gene bodies), onde a metilacdo do DNA est4 associada positivamente a atividade
transcricional do gene (JJINGO et al, 2012, ARAN et al, 2011, HELLMAN & CHESS,
2007).

A propria existéncia de um homoélogo MESTIT1 em bovinos n&do tem sido
identificado na literatura cientifica. No presente estudo, utilizando o par de primers
para CGl-shore associada a PeglDMR bovina, foi detectada transcricdo dessa
regido em amostras de cérebro (cortéx frontal) e figado, sendo essa a primeira

deteccdo desse gene em bovinos.
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A funcdo do gene MESTIT1, um ncRNA (do inglés - noncoding RNA), foi
sugerida por NAKABAYASHI et al (2002) como regulador de Pegl/MEST, no
entanto, nenhuma caracterizacdo molecular foi realizada nos ultimos 12 anos. Outra
evidéncia indireta da funcdo de MESTIT1 vem dos trabalhos de LI et al (2002), os
quais identificaram a presenca de transcritos de MESTIT1 no testiculo e em
espermatozoides maduros em humanos. Esses autores sugerem que esse transcrito
possa participar de eventos de fertilizacdo em mamiferos.

A expressdo de MESTIT1 variou até 10 vezes entre amostras do mesmo
tecido, sendo uma maior abundéancia relativa de transcritos detectada em tecido
cerebral.

1 ~2Kb

MESTITI !

Shore CGl

Figura 5. Esquema hipotético da sobreposicdo do gene MESTIT1 bovino e sua
sobreposicdo a CGI-Shore identificada no presente estudo. Posicdo da
regido CGl, CGI-Shore e do transcrito MESTIT1, demarcados pelos quadrados
pontilhados.
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Figura 6. Gréafico representando as médias dos resultados de RT-qPCR (222" para o
genes Pegl/MEST e MESTIT1. Pegl/MEST (Cérebro = 7.338, SD +6.538;
Figado = 0.3894, SD +0.2845) e MESTIT1 (Cérebro = 3.335, SD +5.366; Figado
= 0.3375, £0.3576) bovinos, em amostras onde MESTIT1 foi detectado (Cérebro
e figado).
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5.3 Padrdo de metilacdo do DNA em embrides bovinos através do
ensaio de quantitative DNA methylation analysis follow inverse COBRA (QDMA-
IC assay)

Apesar da utilizacdo do ensaio de MSRE-qPCR durante a analise 5mC em
tecidos somatico, essa técnica nao € eficaz para analise de concentracdes diminutas
de DNA (concentracBes menores que 1 ng inicial de material). Para analisar o perfil
de 5mC do DNA em amostras de embrides bovino no periodo pré-implantacional,
tem sido desenvolvido junto ao grupo de Epigenética de Eucariotos, associado ao
Laboratério de Biotecnologia (LBT/CBB/UENF) o protocolo de gDMA-IC o qual se
baseia em principios do ensaio de COBRA (Combined Bisulfite Restriction Assay) e
PCR quantitativo. O termo "inverse COBRA" vem da inversdo do ensaio de restricao
enzimatica (utilizado p6s-PCR: no ensaio de COBRA) utilizado antes da amplificacdo
do DNA alvo.

Para obter concentracdes suficientes de DNA foi empregado o protocolo de
amplificacdo gendmica total (Genome Wide Amplification) especifica para DNA
tratado com bissulfito de sédio (WBA - Whole Bisulfitome Amplification) utilizando o
EpiTect Whole Bisulfitome Kit (Qiagen).

A partir de 5 ng de DNA genémico modificado com bissulfito de sodio, foram
gerados 10 pl de DNA modificado. Para cada amostra utilizada no presente estudo,
5 pl de DNA modificado (aproximadamente 1.8 ng de DNA) foram submetidos ao
ensaio de WBA, gerando aproximadamente 40 pg por ensaio. Esses resultados
demonstram o sucesso na amplificacdo do genoma total a partir do EpiTect Whole
Bisulfitome Kit (QIAGEN).

Apesar da alta concentracdo de DNA gerado pelo ensaio de WBA, a
amplificacdo do DNA por qPCR alcancando numeros de Cts entre 30 e 38 (foi
observado que em Cts acima de 38, as replicatas apresentavam desvios de mais de
um ciclo), foi necessario utilizar de 100 a 200 ng de DNA digerido com enzimas de
restricdo apresentando ao menos um dinucleotideo CpG em sua sequéncia alvo, o
que difere do protocolo MSRE-qPCR, onde podem ser realizados ensaios com uma
média de 10 ng de gDNA por poco de PCR.

Para a andlise da PeglDMR bovina, apenas duas amostras de tecido
somatico e uma amostra de blastocisto individual foi possivel analisar o padrao de
metilagdo por gDMA-IC. Devido ao presente estudo ser a primeira caracterizagédo
desse ensaio, foi analisado também o padrdo de metilagdo da H19DMR bovina no
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intuito de investigar se outras sequéncias alvos, com outros pares de primer
poderiam apresentar resultados diferentes. Para a analise de qDMA-IC foi possivel
obter resultados para 4 amostras de tecido somatico e uma amostra de DNA
embrionario.

As porcentagens de 5mC% estdo presentes na tabela 3. A média da 5mC%
para HI9DMR (ensaio com Hhal) foi de 49.66 (SD +14.36) para o ensaio gDMA-IC
e, 61.18 (SD %7.14) para o ensaio de MSRE-gPCR. As amostras onde a analise da
PeglDMR (ensaio com Faul) foi possivel mostrar uma tendéncia a hipermetilagéo
em tecido somatico (Tabela 3) e; a Unica amostra de embrido analisada apresentou
um perfil de 20% de metilagdo. Apesar de apenas uma amostra de embri&o ter sido
analisada para a 5mC% (aproximadamente 20% de 5mC) na PeglDMR bovina, os
resultados séao parecidos com o trabalho publicado por HUNTRISS et al (2011), os
guais obtiveram um resultado 14% de metilacdo do DNA na PEG1DMR em embrides

humanos por pirosequenciamento.

Amostras gqMDA-IC (5mC%) MSRE-gPCR (5mC%)
H19DMR - FIG 74.045199 67.54615982
H19DMR - RIM 39.72274 67.03910168
H19DMR - CER 47.855985 53.66770579
H19DMR — COR 38.384351 56.48615181

H19DMR — Embrido 48.295055 NA

PeglDMR — Embriéo 20.611607 NA
PeglDMR — COR 96.708946 40.27892263
PeglDMR — FIG 99.038053 36.24371741

Tabela 3. Resultados de porcentagem de 5mC% para PeglDMR e H19DMR bovina
utilizando os ensaios de MSRE-qPCR e qDMA-IC. CER = Cérebro (Cortex
frontal); RIM = amostras de tecido renal; COR = musculo cardiaco; FIG = figado
bovino; Embrido = Blastocisto no sétimo dia de desenvolvimento; NA = N&o
avaliado.
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Comparando os resultados entre MSRE-gPCR e de qDMA-IC foi observado
variacdes entres as técnicas para hipo e hipermetilacdo ocorrendo uma tendéncia
para hipometilacdo quando analisados os mesmo pontos de metilacdo do DNA na
H19DMR. Uma explicacdo para esse tipo de resultado poderia ser o efeito da
clivagem diferencial entre os ensaios. No ensaio de MSRE-gPCR, considerando
ambas as fitas do DNA como metiladas, as enzimas de restricdo sensiveis a
metilacdo do DNA podem ser bloqueadas por metilacao total de um (Faul) ou dois
(Hhal) nucleotideos "C" em seu sitio de restricao.

Nesse cenério, o ensaio de MSRE-gPCR pode encontrar varios padrbes de
alelos considerados como "metilados". No ensaio de gMDA-IC, o cenério para
identificacdo e quantificacdo de alelos metilados é menor, o que poderia explicar a
tendéncia de hipometilacdo do DNA em algumas amostras, como mostrado na
Figura 4 e Tabela 3. Devido ao presente estudo ser a primeira tentativa de utilizagao
do ensaio qDMA-IC, a compara¢do com metodologias semelhantes € indireta mas,
pode auxiliar no esclarecimento de alguns dos resultados encontrados.

Quanto a hipometilacdo do DNA, esse tipo de resultado ja foi relatado em
experimentos de analise da metilacio do DNA em técnicas que utilizam a
modificacdo por bissulfito de sodio (SHEN et al, 2007, WARNECKE et al, 1997).
WARNECKE et al (1997) hipotetizaram que esse efeito seria resultado da formacéo
de estruturas secundarias na molécula de DNA do alelo metilado pés tratamento
com bissulfito de sédio. Essa formacao de estruturas secundarias no alelo metilado,
dificultaria 0 acesso ao mesmo durante a PCR, facilitando a amplificacdo do alelo
nao metilado. Como medida para prevenir esse tipo de efeito, SHEN et al (2007)
demonstraram que o aumento da temperatura de pareamento (annealing) durante os
ensaios de PCR (utilizando 60°C) diminui ou elimina a tendéncia de amplificacao
preferencial do alelo ndo metilado.

Quando DNA modificado por bissulfito de sodio € submetido a amplificacédo
genome wide, o mesmo efeito tem sido relatado, como por exemplo no ensaio de
gMAMBA (quantitative Methylation Analysis of Minute DNA amounts after whole
Bisulfitome Amplification) (REINS et al, 2011). Para o ensaio de gDMA-IC foram
utilizados temperaturas de annealing de 60°C, o que deveria prevenir a amplificagéo
preferencial do alelo ndo metilado. No entanto, o ensaio de gMDA-IC difere dos

ensaios de qMAMBA e pirosequenciamento direto (onde a analise quantitativa é
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focada na fase de plateau da reacdo de PCR). A quantificacédo alélica do qDMA-IC é
centrada na fase exponencial da reagéo de qPCR.

Esse foco diferente na quantificacédo alélica pode ainda sofrer uma tendéncia
a amplificacdo do alelo metilado, devido a pré-tratamento do DNA com enzimas de
restricdo que eliminam sequéncias metiladas para possibilitar a quantificacdo do
alelo ndo metilado.

A utilizacdo de enzimas de restricdo com sitios de corte apresentando mais
de um nucleotideo C seguido de G, poderia gerar uma variabilidade no numero de
alelos amplificados durante a fase de gPCR (Figura 7).

Quando analisados em paralelo, os resultados da quantificagcdo de 5mC em
amostras de figado e coracdo por MSRE-gPCR e gMDA-IC utilizando enzimas de
restricdo com diferentes niumeros de copia na sequéncia alvo (consequentemente
diferente nimero de nucleotideos “C” seguido de “G”) (Fig 7) demonstra os possiveis
resultados de clivagem e estabelecimento de alelos metilados e ndo metilados na
quantificacdo utilizando as enzimas Faul e Hhal, que possuem apenas um sitio de
clivagem nos alelos das regidoes analisadas.

Apesar da possibilidade de se analisar diversas regides a partir de
guantidades pequenas de DNA inicial, proporcionada pela amplificacdo do DNA
modificado por bissulfito de sédio no ensaio de gDMA-IC, a variabilidade entre os
resultado de 5mC% entre amostras analisadas por ambas as técnicas no presente
estudo abre uma discussdo sobre a variabilidade induzida devido a caracteristicas
de cada uma delas. Para que ambas possam ser melhor investigadas e qual perfil
de metilacdo se aproxima de um resultado real, as amostras analisadas deveréo ser
reanalisadas por sequenciamento de DNA modificado por bissulfito de sodio. Devido
ao perfil de metilacdo assimétrico de reconhecimento de algumas enzimas, ambas

as fitas de DNA deveréo ser sequenciadas.
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A)
Digestdo pré-amplificacdo (Faul) Digestao pos-amplificagdo
WBA (Faul)
r‘;S
GGGCG Clivagembloqueada
seecie ceece Clivagem
gl CCCGC
GGGLG Clivagembloqueada
CCCGC
gl
GGGTG N&o clivagem
TTTAT
GGGLG Clivagem
CCCGC
B)
Digestdo pré-amplificacdo (Hhal) Digestdo pos-amplificagdo
WBA (Hhal)
T
GCGC .
cace Clivagembloqueada
ol sl GCGC Clivagem
CGCC
r:5
GCGC .
CGCG Clivagembloqueada
i GTGT
gggé Clivagem bloqueada CACA
ql
m5 GTGC PO
GCGC Clivagembloqueada CACG HRodivagem
C6CG & .
s GCGT
CGCA
GCGG
CCGC Clivagem

Figura 7. Representacao esquematica demonstrando os padrdes de clivagem do DNA
nos ensaios de MSRE-qPCR e gDMA-IC para as enzimas Faul (A) e Hhal
(B). (Fonte REBASE website. http://rebase.neb.com/cgi-bin/).
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6 CONCLUSOES

Os niveis de metilacdo na Peg1DMR bovina podem apresentar variacfes dos
niveis hipotéticos esperados para genes marcados (aprox. 50% de metilagdo

do DNA) de maneira tecido especifica;

A regido identificada como uma CGl-shore, com sequéncia
evolucionariamente conservada, corresponde a gene homoélogo MESTIT1 (um

ncRNA) bovino transcrito em amostras de cérebro e figado analisadas;

Essa foi a primeira identificagéo da transcricdo de MESTIT1 em bovinos, cuja
transcricdo pode estar relacionada aos perfis de hipermetilcdo do DNA

encontrada nessa regiao;

O protocolo de gDMA-IC, mostrou-se eficiente para amplificacdo da metilacao

do DNA a partir de amostras com baixa concentracdo de DNA inicial;

Devido a variabilidade encontrada em amostras de tecido somatico, a 5mC%
encontrada em embrides no periodo de blastocisto ainda precisa ser
comparada a protocolos padrdes como sequenciamento de DNA modificado
por bissulfito de sadio.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

v" Devido a variacdo encontrada nos niveis de 5mC% na PeglDMR bovina em
animais adultos, estudos similares deverdo ser efetuados em amostras de
animais recém nascidos para identificar e estimar o impacto de fatores

ambientais sobre o status epigenético dessa regiao;

v' Apesar do ensaio qDMA-IC ser capaz de avaliar a metilacdo do DNA em
amostras de 20 a 100 células, as diferencas nos ensaios com tecido
somaticos (controle conhecido) sugerem que variacdes entre protocolos
devam ser melhor investigados para estimar os reais niveis de metilacdo do

DNA de cada amostra.
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