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RESUMO

O mecanismo epigenético de imprinting gendémico exerce um papel fundamental
durante o desenvolvimento placentario, embrionario e comportamental de
mamiferos. Os genes regulados por imprinting gendmico sao caracterizados pela
expressdo monoalélica parental especifica, sendo esta controlada por fatores
regulatorios, como a metilacdo do DNA. Muitos dos genes de imprinting
gendmico ja foram molecularmente identificados em diferentes espécies, como
humanos e camundongos. Entretanto, esses genes sdo pouco caracterizados
em ruminantes. Nas Ultimas décadas, com o avanco do uso das tecnologias de
reproducdo assistida (ART), como fertilizacao in vitro (FIV) e clonagem, tem sido
detectada a perda no padrdo de imprinting (LOI, Loss Of Imprinting) nas
progénies derivadas de ART. Visto que os genes de imprinting gendmico estédo
dispostos em cluster ao longo do genoma, observa-se alteracbes multilocus
devido a utilizacdo de ART. A consequéncia da LOIl € o surgimento de
sindromes, ja descritas em humanos e bovinos. Embora a etiologia da Large
Offspring Syndrome (LOS) / Abnormal Offspring Syndrome (AOS), em bovinos,
e a Beckwith-Wiedemann (SBW), em humanos, sejam relacionadas molecular e
fenotipicamente, poucos estudos demonstram a associagcdo da LOS/AOS com
multiplas alteracbes nos genes de imprinting. Entre os principais genes
estudados na LOS/AOS, em bovinos, estdo o H19, o KCNQ1OT1l e o
PEG1/MEST. Recentemente foi observada a presenca de um transcrito
antisense ao PEG1/MEST, denominado MESTIT1, que aparentemente possui
funcao regulatoria do gene PEG1/MEST. Em vista disso, o presente estudo foi
dividido em quatro partes, sendo que a primeira parte visa uma revisao
sistematica sobre os estudos multilocus feitos na LOS/AOS, em bovinos,
comparando com a SBW, em humanos; jA a segunda parte corresponde a
realizacdo da andlise do padréo de metilagcdo do DNA em amostras de figado e
coracgao de clones bovinos no gene PEG1/MEST, complementada pela terceira
parte que visou a avaliacdo da presenca de transcrito antisense MESTIT1 em
amostras de figado de clones e tecidos de figado e cérebro nos animais de
reproducado natural, na quarta, e ultima, parte foi realizada a analise do padrao
de metilacdo do DNA nas regides controladoras de imprinting dos genes H19 e
KCNQ10OT1 em amostras de figado e coracéo de clones bovinos.

Palavras-chave: imprinting genémico, Large Offspring Syndrome, multilocus



ABSTRACT

The epigenetic mechanism of genomic imprinting plays a fundamental role during
the placental, embryonic and behavioral development of mammals. Genes
regulated by genomic imprinting are characterized by specific parental
monoallelic expression, which is controlled by regulatory factors such as DNA
methylation. Many of the genomic imprinting genes have already been
molecularly identified in different species, such as humans and mice. However,
these genes are poorly characterized in ruminants. In the last decades, with the
use of assisted reproduction technologies (ART), such as in vitro fertilization (IVF)
and cloning, loss of imprinting (LOI) has been detected in progenies derived from
ART. Since genomic imprinting genes are clustered along the genome, multilocus
changes are observed due to the use of ART. The consequence of LOI is the
emergence of syndromes, already described in humans and cattle. Although the
etiology of Large Offspring Syndrome (LOS)/Abnormal Offspring Syndrome
(AOS) in cattle, and Beckwith-Wiedemann (BWS) in humans, are molecularly and
phenotypically related, few studies demonstrate the association of LOS/AOS with
multiple changes in imprinting genes. Among the major genes studied in
LOS/AOS in cattle are H19, KCNQ1OT1l and PEG1/MEST. Recently the
presence of an antisense transcript to PEG1/MEST, denominated MESTIT1, in
which apparently has regulating function of the gene PEG1 has been observed.
Thus, the present study was divided in four parts, in which the first part aims at a
systematic review on multilocus studies made in LOS/AQOS, in cattle, comparing
with BWS in humans. The second part was the analysis of the DNA methylation
pattern in liver and heart samples of bovine clones in the PEG1 gene,
complemented by the third part that aimed to evaluate the presence of antisense
transcript MESTITL1 in liver samples from clones and liver and brain tissues in
natural breeding animals. The fourth and last part was made analysis of the
methylation pattern of DNA imprinting regions of the H19 and KCNQ1OT1 genes
in liver and heart samples from bovine clones.

Key-words: genomic imprinting, Large Offspring Syndrome, multilocus
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INTRODUCAO

O uso das tecnologias de reproducéo assistida (ART) tem aumentado nos
altimos anos. Desde o surgimento das ARTS, principalmente a fertilizagdo in
vitro, a incidéncia de casais que utilizam essa biotécnica cresceu
significativamente. Aproximadamente 3% dos nascimentos em paises
desenvolvidos sdo provenientes do uso de ARTs. Na esfera da medicina
veterinaria, especialmente em animais domésticos, o uso de biotecnologias da
reproducdo, como a fertilizacdo in vitro e a transferéncia nuclear de célula
somatica (SCNT) tém sido utilizados para estudos de melhoramento genético e
até para conservacao da espécie (EROGLU; PH; LAYMAN, 2012).

Porém, embora essas ARTs sejam de grande valia para o tratamento da
infertilidade e até para o melhoramento genético animal, estudos desde 2002
demonstram o surgimento de sindromes no nascimento das proles (EROGLU;
PH; LAYMAN, 2012). Muitos estudos demonstram que alteracdes epigenéticas
decorrentes do uso de ARTs podem estar associadas desde a complicacfes
durante a gestacdo (complicacfes na formacéo da placenta), até ao surgimento
de ma formacdes, aberracdes cromossomais e falhas no desenvolvimento
embrionério (ILIADOU; JANSON; CNATTINGIUS, 2011).

Isso decorre do uso tecnologias de reproducao que se justapde a estagios
iniciais do desenvolvimento, desde a manipulacdo dos gametas até o cultivo do
embrido. Diversos componentes nos meios de cultura de gametas e de embrides
in vitro (como soro fetal bovino) tém sido associados ao aparecimento de
alteracdes epigenéticas, denominado epimutacbées (AMOAKO; NAFEE; OLA,
2017; KOHDA; ISHINO, 2012).

As primeiras alteracbes dos componentes do cultivo in vitro nos
mecanismos epigenéticos, como o imprinting gendmico em ruminantes, foram
observadas no inicio dos anos 2000 (YOUNG et al., 2003). A perda do padréo
de imprinting gendmico (LOI, Loss Of Imprinting) € bem relatado em muitas
espécies provenientes de tecnologias de reproducao assistida, como humanos,
camundongos e bovinos (GUTIERREZ-ADAN; WHITE.; SOOM, 2015). A LOI
esta relacionada as alteragcdes no desenvolvimento embrionario e placentario,
surgimento de tumores, cancer e doencas neuropsiquiatricas, visto que 0s genes

regulados por imprinting tem funcdo primordial no inicio do desenvolvimento



embrionario (EGGERMANN et al.,, 2015; MACKAY et al., 2015; URREGO;
RODRIGUEZ-OSORIO; NIEMANN, 2014).

A perda de imprinting pode ocorrer principalmente devido a alteracdes no
padrdo de metilacdo do DNA desses genes, no qual ocorre ganho (GOM) ou
perda (LOM) de metilacdo (POPLINSKI et al., 2010; UYAR; SELI, 2014). Nas
tecnologias de reproducéo, a LOI pode ocorrer tanto a nivel de manipulacao dos
gametas (como hisperestimula¢do e maturagdo do odcito), quanto nos embrides
ja formados (HIURA et al., 2012; ZHENG et al., 2011). Portanto, qualquer etapa
do processo de reproducéao assistida pode causar disturbios no processo normal
de imprinting (MANIPALVIRATN; DECHERNEY; SEGARS, 2011).

Apesar da espécie bovina ser uma das mais utlizadas para o
desenvolvimento de ARTSs, estudos de imprinting em bovino ainda permanecem
pouco elucidados, se comparado com outras espécies, como humanos e
camundongos (ROBBINS et al., 2012). Isto pode ser um indicio de que clones
bovinos conseguem tolerar maiores alteracdes no estagio fetal, no qual pode
proporcionar uma alta eficiéncia na clonagem bovina. Entretanto, essas
alteracdes tornam o clone mais fraco e a mudanca ambiental pos natal induz um
estresse a progénie recém-nascida causando a morte dele poucos dias apés o
nascimento (ZHANG et al., 2004).

As consequéncias da LOI sdo geralmente manifestadas ap6s nascimento,
com o aparecimento de sindromes, como a Beckwith-Wiedemann (SBW), em
humanos e a Large Offspring Syndrome/Abnormal Offspring Syndrome
(LOS/AQS), em bovinos. Ambas sindromes possuem caracteristicas fenotipicas
e moleculares similares (CHEN et al., 2017). A LOS/AQOS, em ruminantes, é
observada principalmente em animais gerados por transferéncia nuclear, devido
a perda do padréo de imprinting e a falhas da reprogramacéo epigenética (CHEN
et al., 2013).

A nivel molecular, a alteracdo de alguns genes de imprinting j& sdo bem
descritos nestas sindromes, como os genes H19/IGF2 e KCNQ1OT1. Na
sindrome SBW, a maioria dos pacientes (50-60%) apresentam hipometilacdo da
ICR (regidao de controle de imprinting) do gene KCNQ1OT1 (CHOUFANI;
SHUMAN; WEKSBERG, 2010). As mesmas caracteristicas também ja foram

observadas em clones bovinos provenientes de SCNT (CHEN et al., 2013).



Porém, estudos recentes demonstram que as alteracfes de metilacdo do
DNA e de expressdo nos genes de imprinting ndo sdo eventos isolados,
ocorrendo em diversos loci, caracterizando-o como evento multilocus (AZZI et
al., 2010). Muitos genes ja foram relatados com alteracdes nessas sindromes,
como PLAGL1, GRB10, SNRPN, PEG1/MEST, e outros (CHEN et al., 2015).

Devido as similaridades das sindromes Beckwith-Wiedemann e da
LOS/AOS em bovinos, e pela impossibilidade de se fazer pesquisas com
embrides humanos manipulados in vitro, a espécie bovina pode ser utilizada
como modelo de desenvolvimento, para estudos de epimutacfes multilocus
(ROBBINS et al., 2012). Portanto, sabendo-se que existem poucas informagdes
na literatura sobre alteracdes multilocus em bovinos, o presente estudo realizou
uma revisdo sistematica sobre eventos multilocus nas sindromes BWS
comparando-as com as ocorridas na LOS/AOS. Assim como estudou os padrdes
de metilacdo do DNA nos genes de imprinting H19, KCNQ1O0T1 e PEG1/MEST
nos clones bovinos que ndo sobreviveram apds nascimento e caracterizou o
transcrito antisense do PEG1, denominado MESTIT1 nas mesmas amostras de
clones e em animais de reproducdo natural, sendo este o primeiro relato do

transcrito MESTIT1 em bovinos.
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Resumo

A fertilizacao in vitro (FIV) e a transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT)
sdo tecnologias da reprodugédo assistida (ART) comumente utilizadas em
diferentes espécies, como humanos e bovinos. Atualmente, apesar dos avancos
nessas tecnologias, muitas ndo geram embrifes saudaveis, aumentando a
probabilidade do surgimento de sindromes. A sindrome Large Offspring
Syndrome (LOS)/Abnormal Offspring Syndrome (AOS) apresenta caracteristicas
como hipercrescimento, ma formacdo de oOrgaos, defeitos esqueléticos e
placentarios, sendo estes bem evidentes. Em humanos, a sindrome Beckwith-
Wiedemann (SBW) apresenta caracteristicas fenotipicas similares as
encontradas na LOS/AOS. Embora a eficiéncia dessas tecnologias ainda seja
baixa, aproximadamente 50% dos embrifes bovinos transferidos estabelecem-
se e se mantém até o final da gestacdo. O sucesso das tecnologias de
reproducdo € definido pela capacidade do embrido transferido produzir uma
progénie saudavel e para tal deve-se acompanhar a morfologia do embrido
durante o desenvolvimento. Contudo, estudos relatam que tecnologias da
reproducdo tém seu sucesso comprometido devido a falhas moleculares.
Portanto, embora a morfologia ndo se altere durante o desenvolvimento,
mudancas moleculares conduzem a uma baixa taxa de eficiéncia. Os genes
regulados por imprinting genémico tém como caracteristica a expressao
monoalélica parental especifica, sendo associado com o desenvolvimento
embrionéario e comportamental de mamiferos. Estes genes possuem este padrao
de expressdo monoalélico devido as marcas epigenéticas, como a metilacdo do
DNA, que séo regulados através da regido de controle de imprinting (ICR).
Alteracbes no padrdao de imprinting desses genes acarretam na perda de
imprinting (LOI) devido ao ganho (GOM) ou perda (LOM) de metilacéo, induzindo
o surgimento dessas sindromes provenientes de ART. Embora muitos estudos
ja tenham relatado alteracdes loci especifico nessas sindromes, como o quadro
de hipometilagcdo na ICR2 (KvDMR1) nas sindromes SBW e LOS/AQOS, estudos
recentes comprovam que o evento de perda de imprinting ocorre em diferentes
loci ao mesmo tempo, considerando-o como evento multilocus. Apesar da
espécie bovina poder ser utilizada como modelo de desenvolvimento para
sindromes humanas, existem poucas informagdes sobre os genes de imprinting

bovino na literatura. Em vista disso, foi realizada uma revisao sistematica sobre



todos os eventos de LOI em carater multilocus ja descritos na sindrome humana
SBW, e na LOS/AQS, em bovinos, com o intuito de comparar em quais genes
regulados por imprinting gendmico ocorrem as maiores alteracdes do padréo de

metilacdo do DNA e de expressao.

Palavras-chave: imprinting genémico, Large Offspring Syndrome, defeito de

metilacdo multilocus, Beckwith-Wiedemann



Abstract

In vitro fertilization (IVF) and somatic cell nuclear transfer (SCNT) are assisted
reproduction technologies (ART) commonly used in different species, such as
humans and cattle. Currently, despite advances in these technologies, many do
not generate healthy embryos, increasing the chance of the onset of syndromes.
Large Offspring Syndrome (LOS)/Abnormal Offspring Syndrome (AOS) has
features such as hypergrowth, malformation of organs, skeletal and placental
defects, which are very evident. In humans, Beckwith-Wiedemann Syndrome
(BWS) have phenotypic characteristics similar to those found in LOS/AOS.
Although the efficiency of these technologies is still low, approximately 50% of
the transferred bovine embryos are established and maintained until the end of
gestation. The success of reproduction technologies is defined by the ability of
the transferred embryo to produce a healthy progeny and to this must accompany
the morphology of the embryo during development. However, studies report that
reproduction technologies have been compromised because of molecular
failures. Therefore, although the morphology does not change during
development, molecular changes lead to a low efficiency rate. The genes
regulated by genomic imprinting have parental monoallelic expression specific,
being associated with the embryonic and behavioral development of mammals.
These genes possess this monoallelic expression pattern due to epigenetic
marks, such as DNA methylation, in which they are regulated through the
imprinting control region (ICR). Changes in the imprinting pattern of these genes
lead to loss of imprinting (LOI) due to gain (GOM) or loss (LOM) of methylation,
inducing the emergence of these syndromes from ART. Although many studies
have reported specific loci alterations in these syndromes, such as
hypomethylation in ICR2 (KvDMR1) in the BWS and LOS/AOS syndromes,
recent studies have shown that the event of loss of imprinting occurs at different
loci at the same time, named multilocus event. Although the bovine species can
be used as a developmental model for human syndromes, there is little
information on bovine imprinting genes in the literature. In this study, we
performed a systematic review of all the multilocus LOI events described in the
human BWS syndrome and the LOS / AOS in cattle, in order to compare in which
genes regulated by genomic imprinting occur the largest changes in the pattern

of DNA methylation and expression.
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[. Introducéo

[.I Imprinting gendmico

Em mamiferos, as células diploides apresentam um conjunto de genes no
qual sdo expressos somente por um dos alelos parentais. A esse mecanismo
denominamos de imprinting gendmico. Os alelos desses genes podem ser
silenciados em diferentes fases do desenvolvimento gamético, ou seja, na
oogénese ou na espermatogénese (HORSTHEMKE, 2014).

Assim sendo, toda célula diploide possui duas copias parentais de todos 0s
genes, dentre esses, 0s genes regulados por imprinting vao expressar somente
a copia parental ativa. No entanto, os genes que nao sao regulados por esses
mecanismos tém sua expressao proveniente de ambas copias parentais
(BARLOW; BARTOLOMEI, 2014). InformacBes obtidas no banco de dados
geneimprinting (http://www.geneimprint.com/) e estudos da literatura cientifica
recente demonstram que cerca de 100 genes humanos que séo regulados pelo
mecanismo de imprinting gendmico estao descritos (KANEDA, 2011; WEAVER,;
BARTOLOMEI, 2013). Contudo, em bovinos estima-se que aproximadamente 25
genes estao retratados (MAGEE et al., 2014; URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO;
NIEMANN, 2014). Estes genes estdo distribuidos de maneira uniforme em todos
0s cromossomos de ambas espécies.

Os genes de imprinting encontram-se posicionados em clusters ao longo
do genoma e séo regulados por elementos do DNA chamados de regido de
controle de imprinting (ICR). Portanto, as ICRs sado regiées do DNA que regulam
a expressao dos genes de imprinting que se encontram em uma mesma regiao,
podendo regular de 3 a 12 genes (BARLOW,; BARTOLOMEI, 2014,
LAMBERTINI, 2014). As ICRs abrigam regides diferencialmente metiladas
(DMRs), esse padréo de metilagédo diferencial dentro da ICR deve ser apagado
e restabelecido a cada geracao de células primordiais germinativas, para que o
ciclo de estabelecimento das marcas epigenéticas parentais especificas seja
mantido (MAGEE et al., 2014).

A fase de surgimento da DMR, durante o desenvolvimento, também afeta
sua fungdo no padrdo de imprinting, pois uma DMR gamética é capaz de
designar o padrdo de imprinting. Porém, uma DMR somatica somente tem

funcdo de manutencdo do padrdao de silenciamento do gene (BARLOW,
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BARTOLOMEI, 2014), ou seja, quando ha delecdo de uma DMR gamética, esta
causa a perda de imprinting de diversos genes dentro do cluster. Porém, a perda
de uma DMR somética pode afetar somente a expressdo de um gene de
imprinting dentro do cluster, sendo que o padréo de imprinting dos outros genes
do cluster continua preservado (BARLOW; BARTOLOMEI, 2014; CONSTANCIA
et al., 2000; WILLIAMSON et al., 2006).

Estas regifes também apresentam padrdes parentais especificos de outras
marcas epigenéticas, além da metilacdo do DNA, como por exemplo, as
modificacdes de histonas e a presenca de longos RNAs ndo codificantes de
proteinas (long noncoding RNAs - IncRNAS). Esses INcCRNAs, geralmente, estdo
associados com fatores de regulacéo cis dos genes no cluster (AZZl et al., 2009;
BARLOW; BARTOLOMEI, 2014; EGGERMANN; EGGERMANN; SCHONHERR,
2008; LAMBERTINI, 2014). A presenca dos IncRNAs tem funcao importante no
silenciamento parental de alelos nos clusters de genes regulados por imprinting
gendmico. Um exemplo desse mecanismo ocorre quando a metilacdo do DNA
se sobrepde ao promotor de longo ncRNA, induzindo a regulacdo génica, como
€ 0 caso no locus da KCNQ1OT1. Em adigdo, a metilagdo do DNA age como
repressor génico de um dos alelos, assim como algumas modificagbes de
histonas (BARLOW; BARTOLOMEI, 2014).

Em adicdo, a acdo das marcas epigenéticas, participam da regulacéo da
transcricdo dos genes de imprinting uma grande variedade de elementos
regulatorios, como 0s enhancers, os insuladores, e outros; para induzir a
expressdo parental especifica em outros genes (BARLOW; BARTOLOMEI,
2014).

O estabelecimento e manutencado da metilacdo do DNA alélico especifico
nas ICRs é um mecanismo complexo, que envolve muitos fatores de transcricdo
regulatério e interferéncia de fatores ambientais (AZZl et al., 2009). Uma vez que
o padrdo de imprinting é designado durante a formacdo dos gametas, esse
padrdo permanece durante toda a embriogénese e nos tecidos adultos, até a
nova formacgéo das células gaméticas (WEAVER; BARTOLOMEI, 2013).

Diferentemente das marcas dos outros loci, as epigenéticas dos genes de
imprinting gendmico possuem caracteristicas peculiares. Durante o inicio da
fertilizagdo, 0 genoma passa por uma reprogramacao epigenética no qual todas

as suas marcas sdo apagadas para garantir a totipoténcia do embrido. No
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entanto, os genes de imprinting escapam dessa onda de reprogramacao atraves
da acao de fatores que agem em cis e trans, suportando a hipétese de que esses
genes sdo fundamentais no inicio do desenvolvimento embrionario
(LAMBERTINI, 2014; PARK et al., 2012).

Os genes de imprinting estdo associados com o desenvolvimento
embrionéario e placentério, assim como regulam o metabolismo e fisiologia no
periodo inicial pos natal (BRESSAN et al., 2009; KANEDA, 2011; LAMBERTINI,
2014). Alteracdes no padrao de expresséao dos genes de imprinting podem afetar
a restricio do crescimento fetal, o peso ao nascer, caracteristicas
comportamentais, estando associado dessa forma ao surgimento de doengas,
como diabetes melitus neonatal, sindromes metabodlicas e obesidade
(LAMBERTINI et al., 2012; MARSIT et al., 2013).

Desse modo, o0 mecanismo de imprinting gendmico utiliza a maquinaria
celular e epigenética para regular o padréo de expressao parental especifico dos
genes de imprinting, embora ainda existam poucas informacdes sobre como

esses mecanismos interagem dentro do cluster génico.

I.Il Fatores de regulacao cis nos genes de imprinting

Diversos estudos tém demonstrado que a metilacdo do DNA nédo é o
mecanismo exclusivo de regulacdo do padrdo de imprinting genémico e as
modificacdes de histonas e os ncRNAs também apresentam um papel
fundamental durante o estabelecimento, manutencdo e apagamento do padréo
dos genes de imprinting. Logo apos a descoberta do mecanismo de imprinting
gendmico, a marca de metilacdo do DNA ficou conhecida como responsavel
sobre o seu padrao devido a sua funcao de repressao génica. Contudo, a partir
da década de 2000 foi observado o papel de regulacdo dos IncRNA e das
modificacdes covalentes de histonas sob 0 mecanismo de imprinting
(FERGUSON-SMITH, 2011; KANEDA, 2011).

A metilacdo do DNA é estabelecida e mantida por meio da acéo de enzimas
chamadas DNA metiltransferases (DNMT). Essas sé&o divididas em dois grandes
grupos, DNMT3A/B/L e DNMT1, sendo requeridas para estabelecimento

(metilacdo de novo) e manutencdo da metilacdo do DNA, respectivamente
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(BRANCO; ODA; REIK, 2008). A metilacdo do DNA é relacionada classicamente
a represséao génica (KANEDA, 2011; LI; SASAKI, 2011; SANLI; FEIL, 2015)

Jé as modificagbes covalentes de histonas sédo capazes de reprimir e ativar
genes por meio da metilagdo, acetilacdo, ubiquitinacdo e fosforilacdo de
sequéncias regulatérias dos mesmos (ZHANG et al., 2015). Algumas marcas em
histonas podem contribuir para a regulacdo parental especifica dos genes de
imprinting, em resposta as marcas presentes nas DMRs gaméticas. Essas
marcas podem agir na ativacdo ou silenciamento das regides que ancoram
clusters de genes regulados por imprinting genémico (JOHN; LEFEBVRE, 2011).
Como exemplo, a trimetilacdo do residuo de lisina 4 da histona H3 (H3K4me3)
que impede que os radicais metil sejam adicionados ao DNA. Por outro lado, a
demetilacdo da H3K4 é necessario para a metilacdo de novo de algumas ICRs
(HENCKEL et al., 2012; MONK, 2015; SANLI; FEIL, 2015). A lisina demetilase
H3K4, KDM1B, tem sido relacionada em diferentes estudos a funcdo de
estabelecimento do imprinting materno em algumas DMRs, como no genes
PEG1/MEST e GRB10 (LI; SASAKI, 2011). Ja as proteinas do grupo polycomb
sdo capazes de regular genes expressos maternalmente (KANEDA, 2011;
MAGER et al., 2003).

A metilagdo do DNA e modificacdo de histonas séo capazes de interagir
entre si, tendo em vista que a DNMT3L entra em contato com a H3K4 e recruta
radicais metil para o alelo que seré silenciado no locus regulado por imprinting
(CHENG, 2014; SANLI; FEIL, 2015).

Dependendo do nivel de metilacdo do DNA, as DMRs sofrem adi¢do de
diferentes marcas de histonas, como a trimetilagcdo da lisina 9 na histona 3
(H3K9mMe3) e a trimetilacdo da lisina 20 na histona 4 (H4K20me3) sdo recrutadas
nas DMRs metiladas; e as marcas de trimetilacdo da lisina 4 na histona 3
(H3K4me3) que estdo presentes nas DMRs nédo metiladas (HENCKEL et al.,
2012; LI; SASAKI, 2011). Alguns estudos ja demonstraram que as modificacdes
de histonas H4R3me2s (dimetilacdo simétrica da arginina 3 na histona 4),
H3K64me3 (trimetilacdo da lisina 64 na histona 3), e H4K20me3 (trimetilagao da
lisina 20 na histona 4) sdo marcas repressivas em alelos metilados nos genes
de imprinting. Sendo assim, as modificagbes de histonas podem contribuir para
0 padrdo de imprinting juntamente com as outras marcas epigenéticas
(GIRARDOT; FEIL; LLERES, 2013; PANNETIER; FEIL, 2007).
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De maneira similar, outras proteinas séo recrutadas para manutencao da
marca de imprinting no inicio da fertilizacdo, como é o caso da PGC7/Stella que
esta associada com manutencdo de metilacdo do DNA em muitas ICRs maternas
durante a reprogramacao epigenética no inicio da embriogénese (WOSSIDLO et
al., 2011). PGC7/Stella consegue recrutar a marca de H3K9me2 para o alelo
metilado (NAKAMURA et al., 2012). Outra proteina, a ZFP57, é recrutada em
embrides para manutencdo da metilacdo do DNA em muitas DMRs gaméticas
(QUENNEVILLE et al., 2011). Outras proteinas também tém participacdo na
manutencdo de metilacdo do DNA nas ICRs, como a MBD3 e a RBBP1, sendo
esta Ultima, capaz de recrutar modificagfes de histonas (GONG et al., 2012; MA
et al., 2010).

Todavia, algumas proteinas e modificacdes de histonas sdo requeridas
para a manutencao dos alelos ndo metilados nas ICRs. A acéo dessas proteinas
e marcas epigenéticas sao essenciais para a protecdo das DMRs ndo metiladas
no processo de metilagdo de novo, apds a onda de reprogramacao epigenética
na embriogénese (PROUDHON et al., 2012; SANLI; FEIL, 2015). Proteinas
como ZFP42 e CTCF sao de grande importancia durante esse processo, assim
como as modificacbes de histonas H3ac, H4ac, H3K4me2 e H3K4me3
(DELAVAL et al., 2007; KIM et al., 2011).

Em algumas ICRs, a regulacdo do padrdo de imprinting ocorre com ajuda
dos ncRNAs, especialmente os INcRNAs. De acordo com sua localizacdo no
genoma, os IncRNAs podem ser transcritos de regides intergénicas, intronicas,
de enhancers, podendo também estar expresso em orientacdo antisense a
outros genes (KANDURI, 2015). A acao dos longos ncRNA sob os genes de
imprinting ainda ndo esta muito esclarecida, embora estes genes possam estar
relacionados a ambos, repressédo ou ativagao génica.

Recentemente, estudos relataram a acao dos IncRNAs na regulacéo trans
da expressdo génica (KANEKO et al.,, 2014; STELZER et al., 2014). Muitos
INcRNAs sao transcritos a partir de ICRs, como o AIR e KCNQ10T1, que
regulam os clusters de imprinting relacionados aos IGF2R e KCNQ1,
respectivamente (KANEDA, 2011; MAGEE et al., 2014; MOHAMMAD et al.,
2009). Os IcnRNAs podem recrutar complexos proteicos associados as
modificacdes de histonas de carater repressivo, como as do grupo polycomb-2

(PRC2) para o cluster de imprinting, embora a forma como isto ocorre ainda n&o
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esteja totalmente elucidada (NATOLI; ANDRAU, 2012; TERRANOVA et al.,
2008).

Sabe-se hoje que falhas nesses mecanismos de manutencédo e
estabelecimento do padrdo de imprinting constituem algumas das causas do
surgimento de doencas em humanos e demais espécies de mamiferos. A perda
de imprinting (Loss of Imprinting - LOI) pode ocorrer no inicio da gestacao,
durante o periodo preimplantacional (HORSTHEMKE, 2014; PETERS, 2014).
Uma vez que a ICR sofre esse tipo alteracdo epigenética, o evento de LOI
contribui para aparecimento de diferentes tipos de sindromes. Sindromes como
a de Silver-Russel (SRS), Angelman (AS) e Beckwith-Wiedemann (SBW), em
humanos, e Large Offspring Syndrome (LOS) / Abnormal Offspring Syndrome
(AOS) em bovinos, tém sido relacionadas com a ocorréncia de LOI por ganho
(GOM) e/ou perda (LOM) de metilacdo (CHEN et al., 2013; KAGAMI et al., 2015;
HIRASAWA; FIEL, 2010)

[.III Influéncia do uso de tecnologias da reproducdo nos status

epigenético de regulacdo do mecanismo de imprinting genémico

Nos ultimos 40 anos, as biotecnologias aplicadas a reproducdo como
fertilizacdo in vitro (FIV), a injecdo intracitoplasmatica (ICSI) e a transferéncia
nuclear de células somaticas (SCNT) cresceram muito. S6 no mundo ocidental,
aproximadamente 4% da populagdo utiliza a FIV e ICSI como meio de
reproducado humana (AMOAKO; NAFEE; OLA, 2017; DE MOUZON et al., 2010).
Porém, menos de 50% dos embrides de FIV conseguem alcancar a fase de
blastocisto (BETTS; MADAN, 2008).

Estudos demonstram que protocolos de tecnologias de reproducdo
assistida induzem alteracdes epigenéticas nos genes regulados por imprinting.
Nas diferentes biotecnologias, as etapas de manipulacao celular, as fontes das
células doadoras de nucleos, o protocolo de ativacdo nuclear e os diferentes
meios de cultura podem sofrer efeitos negativos durante o desenvolvimento do
embrido, contribuindo para a ocorréncia de LOI e para o surgimento de diferentes
sindromes na prole (AMOAKO; NAFEE; OLA, 2017; KHOSLA et al., 2001). Uma
plausivel explicacdo para tal efeito sédo os erros na reprogramacao epigenética

durante o desenvolvimento inicial do embrido. Muitos estudos na literatura
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corroboram que o ambiente in vitro de manipulagcdo causa alteracdes de
expressdo de mMRNA e alteracbes nos padrbes de imprinting gendémico
(URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO; NIEMANN, 2014). Falhas no padréo de
imprinting em clones constituem uma evidéncia de erros na reprogramacao
epigenética apos fertilizacdo (KANEDA; NAGAI, 2017).

E de conhecimento que o ambiente age por meio dos mecanismos
epigenéticos que influenciam o desenvolvimento embrionario. Em modelos
animais, estudos demonstram que o efeito do cultivo no desenvolvimento
embrionario causa instabilidade molecular nos genes regulados por imprinting
gendmico, perda do padrdo monoalélico de transcricdo do mRNA e alteracdes
na metilagdo do DNA (AMOAKO; NAFEE; OLA, 2017). Muitos estudos
demonstram que ART aumenta significativamente o risco de surgimento de
sindromes, associadas as alteracdes no crescimento uterino, defeitos na
formacdo da placenta, a gestacdo prolongada, a morte subita pés natal e
dificuldades respiratorias (AZZI et al., 2009; BERTOLINI et al., 2002; KHOSLA
et al., 2001). Portanto, os protocolos de reproducdo que contribuem para o
aparecimento de alteracfes epigenéticas afetam o processo de ativacado génica,
a diferenciacéo celular e o consequente desenvolvimento do embrido (SANTOS;
KUIJK; MACKLON, 2010; SHI; WU, 2009).

Entre todas as espécies em que se utilizou as tecnologias de reproducao,
a espécie bovina é o melhor modelo animal para a técnica de transferéncia
nuclear, pois apresenta a maior taxa de eficiéncia de transferéncia nuclear, além
de apresentar alteracbes epigenéticas similares as que ocorrem no
desenvolvimento embrionario humano (RODRIGUEZ-OSORIO et al., 2010;
URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO; NIEMANN, 2014; YANG et al., 2005). A
maior perda embriondria em bovinos provenientes de ART acontece,
principalmente, no primeiro trimestre de prenhez e no periodo implantacional.
Portanto, a expressdo anormal de genes regulados por imprinting nesses
estagios é critica, afetando o desenvolvimento do embrido e comprometendo o
sucesso da implantacdo (TVEDEN-NYBORG et al., 2008).

Embrides produzidos por transferéncia nuclear apresentam anomalias em
diferentes fases de desenvolvimento embrionario assim como no periodo pés

natal. Entretanto, essas anomalias ndo sao transmitidas para a progénie desses
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clones, o que constitui um indicativo de falhas epigenéticas (KANEDA; NAGAI,
2017).

Os disturbios de imprinting (IDs) podem surgir devido as diferentes
alteracdes no genoma e epigenoma, como: duplicacdes/delecdes; dissomia
uniparental (UPD); epimutacbes e mutagdes pontuais nos genes de imprinting
(EGGERMANN et al., 2015b). Os IDs estédo associadas a caracteristicas clinicas
como retardos no crescimento pré e pés-natal, hipercrescimento pés-natal, hipo
e hiperglicemia neonatal, e alteragcbes comportamentais. Recentemente foram
relatados IDs com alteracbes no padrdo de imprinting em multiplos loci,
caracterizados como defeitos de metilagdo multilocus (MLMD), surgindo um
novo grupo de estudo denominado distarbios de imprinting multilocus (MID)
(AZZl et al., 2014; SOELLNER et al., 2015).

Devido aos MIDs, pacientes com uma determinada epimutacdo (como a
hipometilacdo da ICR2 em pacientes SBW podem apresentar alteragcbes em
outros loci regulados por imprinting (EGGERMANN et al.,, 2015a, 2015b;
MACKAY et al., 2015). Mais de 50% dos pacientes com MIDs apresentam
epimutacdes na metilacdo do DNA devido as altera¢des nos fatores de regulacéo
cis e trans (EGGERMANN et al., 2015a; UYAR; SELI, 2014). A maioria dos MIDs
ja detectados apresentam caracteristicas clinicas e moleculares similares devido
as epimutacdes em loci similares. Os primeiros estudos a detectarem MLMD em
sindromes de IDs identificaram alteragdes em pelo menos 2 loci de imprinting na
ID Diabetes Mellitus Neonatal Transiente (TNMD) e Beckwith-Wiedemann
(ARIMA et al., 2005; MACKAY et al., 2006).

Hoje, os IDs mais conhecidos na espécie humana sdo as sindromes
Beckwith-Wiedemann, Silver-Russell (SRS), Prader-Willi (PWS), Angelman
(AS), Diabetes Mellitus Neonatal Transiente (TNMD) e na espécie bovina tem-
se a Large Offspring Syndrome (LOS)/Abnormal Offspring Syndrome (AOS)
(EGGERMANN et al., 2014; MACKAY et al., 2015; URREGO; RODRIGUEZ-
OSORIO; NIEMANN, 2014). Recentemente muitos estudos tem comprovado a
associagao entre essas sindromes, especialmente a BWS, SRS e TNMD, com o
evento MLMD (BAPLE et al, 2011; GRAFODATSKAYA; BASRAN;
WEKSBERG, 2017).

Dado que muitos genes de imprinting ndo foram investigados mais

detalhadamente, é possivel que a MLMD afete mais pacientes do que o relatado
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pela literatura, considerando também que o padréo de expressao desses genes
é tecido especifico (EGGERMANN et al., 2013).

Muitos genes ja foram associados a esses eventos de falhas multilocus,
como os genes ATA3, IMPACT, L3MBTL, MAGEL2, MKRN3/ZNF127, PEGS,
SNRPNR, UBE3A, ZAC1/PLAGL1, PEG1/MEST, GRB10, GNAS; além dos mais
bem descritos H19/IGF2 e KCNQ1OT1 (CHEN et al., 2015; EGGERMANN et al.,
2013; MACKAY et al., 2015). A maioria das alteracbes no padrao de imprinting
nesses genes deve-se a hipometilacdo, com excecao de alguns pacientes de
Silver-Russell que apresentam um quadro de hipermetilacdo. Embora
apresentem essa caracteristica, ainda ndo se sabe qual a relevancia funcional
da perda e ganho de metilagcdo nesses pacientes, ou seja, 0 que determina a
frequéncia de certos fenotipos nessas sindromes (TURNER et al., 2010). Ainda
gue nao se tenha conhecimento sobre a funcdo particular de cada um desses
genes, a alteracdo nos mesmos causa falhas no desenvolvimento embrionario,
defeitos neuroldgicos e comportamentais e falhas no desenvolvimento pos natal
(MACKAY et al., 2015; SOEJIMA; HIGASHIMOTO, 2013).

O surgimento de alteragdes multilocus nos genes de imprinting nas
espécies humana e bovina € um indicativo do qudo complexo é o mecanismo de
estabelecimento e manutencdo do padrdo de imprinting, sendo preciso ainda

mais estudos para elucida¢cdo como estes ocorrem.

I.IV Sindrome de Beckwith-Wiedemann

I.IV.l Caracteristicas clinicas

A Sindrome de Beckwith-Wiedemann é a sindrome de hipercrescimento
mais conhecida na espécie humana. As caracteristicas clinicas associadas a
essa sindrome podem variar devido a0 mosaicismo molecular predominante
(CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010).

As caracteristicas fenotipicas dessa sindrome estdo associadas com
hipercrescimento, hemihiperplasia, aumento de risco de surgimento de tumores
e defeitos na parede abdominal (BLIEK et al., 2009; EGGERMANN;
EGGERMANN; SCHONHERR, 2008). Outras caracteristicas clinicas sdo a

organomegalia, = macrossomia, macroglossia, hipoglicemia  neonatal,
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anormalidades renais e dimorfismo craniofacial (AZZl et al., 2014; EGGERMANN
et al., 2015b; MACKAY et al., 2015; SOEJIMA; HIGASHIMOTO, 2013).

A deteccdo e diagnéstico da sindrome é importante devido ao risco de
formacdo de tumores como o tumor de Wilms, o hepatoblastoma e mesmo o
neuroblastoma. O risco de uma crianca com SBW apresentar algum tipo de
tumor é de até 7,5% nos primeiros 8 anos de idade, sendo o risco estimado de
surgir um tumor de até 21% durante a vida toda do paciente com SBW
(CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010; KUROIWA et al., 2009). Portanto,
a verificacdo dos tumores € de extrema importancia nesses pacientes
independentemente da sua etiologia molecular. Porém, o diagndéstico clinico da
sindrome pode ser dificultado devido ao mosaicismo molecular e a presenca de

casos com MLMD.

I.IV.Il Caracteristicas moleculares

A etiologia molecular da sindrome SBW é complexa, pois, envolve
alteracdo de expressado e metilacdo de genes de imprinting localizados no
cromossomo 11p15 humana. Portanto, o surgimento da SBW deve-se, em sua
maioria (de 50-60%), as epimutacdes no cluster do cromossomo 11pl5
(CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010).

Dentro dessa regido cromossomal existem duas ICRs que regulam dois
dominios de genes regulados por imprinting gendémico. A ICR1 contém os genes
H19 e IGF2, que sdo transcritos pelos alelos materno e paterno,
respectivamente. O gene IGF2 apresenta funcéo de fator de crescimento, sendo
altamente expresso em tumores. Ja o gene H19 age como supressor de tumor.
A ICR1 é responsavel pela expressdo monoalélica parental especifica de ambos,
por meio da acao conjunta de insuladores e enhancers. Os pacientes com SBW
podem apresentar GOM na ICR1, o que resulta na expresséao bialélica do gene
IGF2, atingindo cerca de 2 a 7% dos pacientes (DEMARS; GICQUEL, 2012,
EGGERMANN; EGGERMANN; SCHONHERR, 2008).

Associados a ICR2 encontram-se aproximadamente 10 genes regulados
por imprinting genémico. Alguns genes sao associados a sindrome de SBW,
como os genes KCNQ10T1, CDKN1C, KCNQ1 (SOELLNER et al., 2015). O
gene KCNQ1OT1, codifica um IncRNA, sendo expresso paternalmente, em
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pacientes de SBW a hipometilacdo da ICR2 induz a expresséao do alelo materno
desse gene. Por ser um INcRNA, o KCNQ1OT1 tem sido associado com a funcéo
regulatoria de outros genes de imprinting no dominio da ICR2. A LOM na ICR2
ocorre em aproximadamente 50-60% dos pacientes com BWS (ENGEL et al.,
2000; MACKAY et al., 2015). O gene KCNQ1 é expresso maternalmente e a
alteracdo no seu padrdo de expressao ja foi relacionada com uma maior
incidéncia de tumores nos pacientes com SBW. E por fim, o gene CDKN1C,
também expresso maternalmente, tem funcdo de regulacdo da proliferacdo
celular e sua alteracdo esta associada a 10% dos casos de SBW (GIRARDOT;
FEIL; LLERES, 2013).

Alteracdes moleculares envolvendo ambas ICRs também estéo
relacionadas aos casos de SBW. A dissomia uniparental paterna envolvendo as
ICRs 1 e 2 é encontrada em até 20% dos pacientes (AZZl et al., 2009;
EGGERMANN; EGGERMANN; SCHONHERR, 2008). Raramente
(aproximadamente 1%) o surgimento da sindrome SBW esta associado as
duplicacbes de regibes do cromossomo 11pl5 (CHOUFANI; SHUMAN;
WEKSBERG, 2010; SASAKI et al., 2007; WEKSBERG; SHUMAN; BECKWITH,
2010).

A incidéncia dessa sindrome € de 1 a cada 15000 pessoas em casos de
reproducdo natural, sendo sua ocorréncia maior em criancas provenientes de
reproducdo assistida, aumentando o risco da crian¢a hascer com a sindrome em
até nove vezes (DEBAUN; NIEMITZ; FEINBERG, 2003; HALLIDAY et al., 2004;
WEKSBERG; SHUMAN; BECKWITH, 2010). Em casos de ART a epimutacéo
predominante nas criancas portadoras de SBW também é a de perda de
metilacao da ICR2 (SOEJIMA; HIGASHIMOTO, 2013).

Recentemente, estudos tém observado que aproximadamente 25% dos
pacientes que apresentam LOM no gene KCNQ1OT1 também sofrem alteracdes
em outros loci de imprinting, como nos genes PLAGL1 e GNAS (BLIEK et al.,
2009; EGGERMANN et al., 2016; EGGERMANN; EGGERMANN;
SCHONHERR, 2008; LIM et al., 2009). No final dos anos 2000, também foi
demonstrada a presenca da LOI em multiplos loci de imprinting em pacientes
SBW gerados tanto por reproducdo natural quanto por reproducdo assistida
(ROSSIGNOL et al., 2006). A ocorréncia de MLMD na SBW demonstra-se maior
em pacientes provenientes de ART, sendo o GNAS, PLAGL1, PEG1/MEST,
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IGF2R e GRB10 os genes mais afetados (COURT et al., 2013; DOCHERTY et
al., 2014; TEE et al., 2013).

O evento de MLMD nos casos de SBW pode ocorrer devido a alteracdes
nos fatores cis e trans. Um estudo recente demonstrou que uma mutagao em um
gene que codifica um fator de transcricdo, o ZFP57, que tem a funcao de
manutencdo do padrdo de imprinting no periodo poés fertilizacdo, estava
envolvida no evento de MLMD (MACKAY et al.,, 2008). Do mesmo modo,
mutagcBes em outros genes, como 0 NLPR2 e NLPR?7, ja foram associadas aos
casos de SBW com epimutacdes em mais de 2 loci de imprinting (MEYER et al.,
2009).

A incidéncia de certas caracteristicas clinicas na Sindrome Beckwith-
Wiedemann pode variar de paciente para paciente. Por exemplo, a maior
ocorréncia de tumores de Wilms nos pacientes deve-se a epimutacfes na ICR1,
atingindo aproximadamente 5% dos pacientes com alteracdo na ICR2
(CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010). Isso ocorre, pois, 0S mecanismos
moleculares alterados podem ser diferentes em cada caso. Algumas alteracdes,
como a dissomia uniparental, ocorrem somente na fase pés zigotica e induzem
a uma maior variabilidade fenotipica em alguns pacientes que apresentam
alteracbes de metilacdo multilocus nos genes regulados por imprinting
(DEMARS; GICQUEL, 2012).

De maneira geral, as caracteristicas clinicas dos pacientes de MLMD sao
reflexos dos distirbios de metilacdo multilocus nos diferentes tecidos
(SANCHEZ-DELGADO et al., 2016). Ainda que existam estudos sobre a MLMD
na Sindrome de Beckwith-Wiedemann, poucos séo os dados sobre a frequéncia
com que esse evento multilocus ocorre e quais sdo 0s mecanismos envolvidos
nele. Portanto, faz-se necessario estudos mais aprofundados sobre as
alteracbes de metilagdo multilocus nos pacientes de BWS, especialmente

naqueles provenientes de reproducéo assistida.
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I.V Utilizacado da Large Offspring Syndrome (LOS) como modelo para
Sindrome de Beckwith-Wiedemann

O protocolo de transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT) e
fertilizacédo in vitro (FIV) tem sido muito utilizado em muitas espécies de animais
domésticos (LEE et al., 2005; SHI et al., 2007). Embora essas técnicas sejam
utilizadas em larga escala comercial, sua taxa de eficiéncia ainda é considerada
baixa. Isso se deve a perda embrionaria durante o inicio do desenvolvimento pés
implantacéo induzindo a perda fetal, entre os dias 30 e 90. Da mesma maneira,
falhas no desenvolvimento podem ocorrer no final da embriogénese
possibilitando o nascimento da progénie, porém estes sobrevivem somente por
algumas horas devido a ma formacdo dos 6rgaos (HILL et al, 2000). Desse
modo, a clonagem bovina esta associada a altos indices de perda fetal durante
a gestacdo (SMITH et al., 2012).

Embrides bovinos produzidos in vitro apresentam anomalias morfoldgicas
na progénie gerada, como alteragcdes na placenta e no feto, associados a
hipercrescimento. Essas altera¢des induzem ao aumento da perda da progénie
e aumento da mortalidade perinatal (FARIN; PIEDRAHITA; FARIN, 2006).

Tais alteracdes ocorridas nos embrides bovinos podem predispor a
ocorréncia da LOS/AOS. E importante observar que as alteracdes de metilagéo
do DNA nas DMRs gaméticas na LOS/AOS séo similares as observadas na
sindromes SBW humana (EL HAJJ; HAAF, 2013).

Assim como a sindrome SBW, a LOS/AOS é uma sindrome de
hipercrescimento, com caracteristicas clinicas de organomegalia, dificuldades
respiratérias, deficiéncias imunoldgicas, aumento de morte fetal e neonatal, e ma
formacdo dos membros superiores e inferiores (TIAN, 2014).

Nos ultimos anos, a utilizacdo do modelo embrionario bovino tem sido
proposta como um modelo de estudo para sindromes humanas relacionadas aos
eventos de LOI (ROBBINS et al., 2012). Isso se deve as similaridades fenotipicas
e ao desenvolvimento preimplantacional, como por exemplo, a ativacao génica,
0 metabolismo celular, a interagdo com o meio de cultura, entre outros (CHEN et
al., 2013). Da mesma maneira, 0os genes de imprinting nessas duas espécies
apresentam alta conservacdo. Contudo, embora a espécie bovina possa

representar o modelo ideal para comparacdo ao humano, faltam estudos sobre
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0 padrdo de alteracbes epigenéticas multilocus de genes de imprinting nessa
espécie.

Portanto, existem algumas propriedades que permitem a utilizacdo da
sindrome bovina como modelo para a SBW humana, como: as similaridades
clinicas entre as sindromes, o aumento de expressao de IGF2 observado em
clones com LOS (BLONDIN et al., 2000) e a alta homologia entre os genes de
imprinting nas duas espécies. Tais similaridades ndo sdo observadas entre
camundongo e humanos (MILLER et al., 2007). Outra similaridade entre as duas
espécies esta no fato do padrdo de expresséo e de alteracdo da metilacdo do
DNA ser conservado nas duas sindromes, assim como outros parametros
durante o desenvolvimento embrionario, como por exemplo, o tempo de

gestacao e a quantidade de progénie gerada (ROBBINS et al., 2012).
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Il. Metodologia

Para a revisdo sistematica dos artigos relacionados a eventos de alteracéo
de metilacdo do DNA e de expressdo multilocus nos genes regulados por
imprinting gendmico nas sindromes SBW e LOS/AOS, foram feitas buscas no
banco de dados do NCBI — PubMed (National Center for Biotechnology
Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Para tal foram escolhidas
palavras e termos-chave para filtrar os artigos de interesse, como: "multilocus
methylation”, "multilocus methylation defects”, "multilocus imprinting”, "MLID:
multilocus imprinting disturbance”, "MLMD", "multilocus imprinting disorders",
"multilocus Beckwith-Wiedemann", "Large Offspring Syndrome", "Abnormal
Offspring Syndrome", "multilocus imprinting cattle", "imprinting disorders",
"multiple imprinting defects”, "global loss of imprinting”, "hypomethylation
imprinted loci (HIL)", "loss of imprinting cattle”, "bovine somatic cell nuclear
transfer".

Apos a escolha dos termos para pesquisa dos artigos, foram selecionados
somente os estudos que avaliaram no minimo 3 genes regulados por imprinting
gendmico, independente da tecnologia de reproducédo assistida utilizada em
humanos, sendo estes considerados estudos de MLMDs. Em bovinos foram
escolhidos os estudos com amostras de clones gerados por transferéncia
nuclear. Em seguida, estes artigos foram divididos entre os de revisdo e os de
ensaios clinicos. Dos 65 artigos obtidos na pesquisa, 39 eram de ensaios clinicos
(27 sobre humanos e 12 sobre bovinos), e 26 artigos de revisao sobre o tema.



24

Il. Resultados

[Il.I Perfil multilocus da metilagdo do DNA

O evento de MLMD pode ocorrer em regides metiladas maternalmente ou
paternalmente em um mesmo paciente. Isto indica que a LOI ocorre no periodo
pos fertilizagdo causando anormalidades na manutencdo do perfil de imprinting
dos genes. Porém, o grau de demetilacdo nos loci afetados nem sempre podem
explicar o fendtipo caracteristico dominante dessas sindromes em pacientes
multilocus (AZZI et al., 2009).

A perda de metilagdo em diversos loci de imprinting sugerem um
mosaicismo dos eventos de epimutacdo. Esse mosaico indica que 0s erros
epigenéticos ocorrem apods a fertilizacdo, na segunda onda de reprogramacao.
O mecanismo envolvido nas falhas epigenéticas nos diferentes loci em pacientes
multilocus sdo diferentes daqueles restritos a um locus somente (ROSSIGNOL
et al., 2006).

Um dos pioneiros na area de investigacdo dos eventos multiiocus em
sindromes de imprinting foram ROSSIGNOL et al., (2006), que observaram o
padrao de metilacdo em 4 genes de imprinting (IGF2R, PEG1/MEST, H19 e
SNPRN) em 40 pacientes com SBW e que ja apresentavam LOM na regido
KCNQ1OT1. Dentre os pacientes, 11 foram concebidos por ART e 29
naturalmente. Apés analise, foi observado que 3 dos 11 pacientes com SBW
provenientes de ART apresentavam metilacdo anormal em pelo menos um outro
locus. Somente o0 gene PEG1/MEST apresentou padrdo normal de metilagdo nos
pacientes SBW de ART. Dos pacientes SBW concebidos naturalmente, somente
7 (~24%) apresentaram metilagdo anormal em pelo menos um outro locus de
imprinting. Embora alguns pacientes tenham apresentado evento multilocus, n&o
houve diferenca fenotipica entre os pacientes com alteracdes epigenéticas em
um unico locus e multilocus.

Ja em 2009, AZZI et al. investigaram alteragbes multilocus nas sindromes
humanas BWS e SRS. Os autores analisaram 7 genes regulados por imprinting
gendémico (IGF2R, PEG1/MEST, KCNQ1OT1, PLAGL1/ZAC, SNRPN, DLK1-
GTL2, H19 e IGF2). AZZI et al., (2009) foram primeiros ao notificar a presenca
de alteracdo multilocus em pacientes de BWS que ja apresentavam LOM na
ICR2. Na BWS, entre os pacientes que possuiam LOM na ICR2, 24% também
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apresentaram LOM em um outro loci e 62.5% em outros 2 loci de imprinting,
como nos genes PLAGL1/ZAC, PEG1/MEST e SNRPN. Somente a regido
DLK1/GTL2 néao apresentou epimutacdes nos pacientes com SBW. Embora
tenha sido descrita a presenca de alteracdes multilocus, ndo foram observadas
diferencas nas caracteristicas fenotipicas nos diferentes grupos de pacientes
que apresentaram ou nao caracteristicas multilocus. Apesar de ter ocorrido
caracteristicas multilocus em muitos pacientes analisados, AZZI et al., (2009)
nao foi encontrada diferenca significativa entre a ocorréncia monolocus e
multilocus em pacientes provenientes de ART.

Em uma andlise com 149 pacientes com SBW, no qual 81 possuiam
hipometilagcdo na ICR2, BLIEK et al. (2009) analisaram o padrdo de metilagao do
DNA em outras 11 DMRs. Essa analise mostrou que a hipometilacdo afeta varios
loci de imprinting, sendo ndo somente restrita a ICR2, e que todas as DMRs
alteradas apresentavam metilacgdo materna. Foi encontrada hipometilacao
parcial e incompleta, sendo um indicio da presenca de mosaicismo de erro de
imprinting pos formacéo do zigoto (BLIEK et al., 2009).

Da mesma forma, LIM et al., (2009) observaram pacientes com SBW
provenientes de reproducao natural e de reproducao assistida. Dos 25 pacientes
de ART (FIV e ICSI), 24 apresentavam LOM na ICR2 (96%), e os 87 pacientes
gerados por reproducao natural, 100% possuiam LOM na ICR2. Ao analisar
outros loci de imprinting, observou-se que no grupo de ART pelo menos 3
pacientes apresentaram LOM nos loci de PEG1/MEST e SNRPN. De maneira
similar, no grupo de reproducado natural, notou-se LOM nos loci de PEG1/MEST
e PLAGL1/ZAC. Entretanto, a frequéncia de LOM nos pacientes de ART (37.5%)
foi significativamente maior do que nos pacientes provenientes de reproducéo
natural (6.4%).

Em contrapartida, a analise em pacientes MLMD de Silver-Russell e
Beckwith-Wiedemann demonstrou que os pacientes que apresentavam LOM na
ICR2, n&o apresentaram alteragdo em nenhum outro gene estudado
(BEGEMANN et al., 2012). No mesmo ano, HIURA et al., (2012) analisaram 15
pacientes SBW. Deste grupo quase 50% dos pacientes apresentaram LOM na
DMR associada ao gene KCNQ1OT1. Do total de pacientes avaliados, somente
um era proveniente de ART (ICSI). Neste paciente foram observadas alteragbes
de metilagdo multilocus nos genes PEG1/MEST (GOM) e NESPAS (LOM).
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Ao avaliar somente pacientes SBW gerados por reproducdo natural, 33%
(14/42) apresentavam hipometilagdo na ICR2. Desse total, somente 3 pacientes
também apresentaram hipermetilacdo no genes GNAS/NESP, e os demais
tiveram hipometilagdo em outros genes analisados (DIRAS3, GRBI10,
PEG1/MEST, PLAGL1, e outros) (COURT et al., 2013).

Muitos estudos j& demonstraram que pacientes com SBW gerados por
reproducdo assistida apresentam um quadro de alteracdo de metilacao
multilocus em pelo menos 3 loci de imprinting, quando ja contém hipometilacédo
da KvDMR1, com uma tendéncia maior a perda de metilagdo nas DMRs materna
(DOCHERTY et al., 2014; EGGERMANN et al.,, 2014; MAEDA et al., 2014,
POOLE et al., 2013; SANO et al., 2016; TEE et al., 2013; VALS et al., 2015)
(Tabela 1).

Na espécie bovina, os primeiros estudos de alteracdo de metilacao
multilocus surgiram a partir do ano de 2011 com estudo de SU e colaboradores,
no qual avaliou-se o nivel de metilacdo em tecidos de figado de bovinos gerados
por transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT). Ao avaliar a metilacdo das
DMRs, 3 genes de imprinting localizados no mesmo cluster (GTL2-DMR, 1G-
DMR e DLK1-DMR) em 2 clones que morreram logo apos nascimento e 2
controles, observou-se que em ambos grupos de animais o padrédo de
hipermetilacdo foi predominante em todos os genes. Contudo, a amostra
controle utilizada no estudo foi proveniente de fertilizag&o in vitro, o que explicaria
o padrao de hipermetilacao similar ao encontrado nas amostras de SCNT (SU et
al., 2011).

Em 2013, diferentemente do observado nos estudos de SBW, SHEN et al.,
(2013) ao analisarem metilagdo do DNA dos genes H19, IGF2 e XIST de 6
clones, observaram um padrao de perda de metilagcdo na ICR1 em diferentes
tecidos (rim, coracgéo, pulméo, e outros) (Tabela 1).

Até o presente momento, o grupo de pesquisa de Rocio Melissa Rivera da
Universidade de Missouri (USA), apresentou os estudos mais completos sobre
o evento de defeitos de metilagdo multilocus em clones bovinos. Nesses estudos
observou-se um padrdao de hipometilagdo em diversos loci de imprinting
(KCNQ1OT1, H19/IGF2, CDKN1C, PLAGL1, SNRPN) de maneira similar a
descrita por outros trabalhos. Entretanto, os genes PHLDA2, BEGAIN, DIRASS,
MAGEL2, NAP1L5, PEG3, NNAT, INPP5F também demonstraram perda de
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metilacdo em suas DMRs. Esse padrao de perda de imprinting foi observado nos
tecidos de rim, musculo, cérebro, figado, placenta e lingua (CHEN et al., 2013,
2015) (Tabela 2).
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Tabela 1. Andlise de defeitos de metilacdo do DNA multilocus (MLMDs) em pacientes de Beckwith-Wiedemann provenientes de 14 trabalhos
publicados entre 2006-2016.

Referéncias / Genes KCNQ1OT1 H19 IGF2R SNRPN Pegl/MEST PLAGL1/ZAC1 DLK1 GTL2/MEG3 GRB10 PEG3 GNAS NESPAS L3MTBL DIRAS3 INPP5FV2 MCTS2 NAPIL5 NNAT PEG10 ZNF597 FAM50B
Rossignol et al (2006) LOM LOM LOM LOM

Azzi et al (2009) LOM LOM LOM LOM LOM LOM

Bliek et al (2009) LOM na LOM LOM LOM LOM na na LOM LOM

Lim et al (2009) LOM LOM LOM LOM LOM

Begemann et al (2012) LOM na na na na na na

Hiura et al (2012) LOM LOM LOM

Courtetal (2013) LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM  LOM LOM

Poole et al (2013) LOM LOM LOM LOM

Tee etal (2013) LOM LOM LOM LOM

Docherty et al (2014) LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM
Eggermann et al (2014) LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM

Maeda et al (2014) LOM LOM LOM LOM GOM LOM LOM LOM GOM LOM LOM
Vals et al (2015) LOM na LOM na na LOM na na

Sano et al (2016) LOM LOM LOM LOM GOM LOM LOM

*na = ndo alterado
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Tabela 2. Andlise de defeitos de metilacdo do DNA multilocus (MLMDs) em clones bovinos de SCNT entre 2011-2015

Genes Rim Figado Placenta Musculo Cérebro Lingua Coracéo Pulméo Referéncia
BEGAIN LOM Chen et al (2015)
DIRAS3 LOM Chen et al (2015)

DLK1 GOM Suetal (2011)

GLT2 GOM Suetal (2011)
H19 LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM Shenetal (2013)
IGF2 LOM GOM GOM LOM LOM Shen et al (2013)

KCNQ10T1 LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM LOM Chenetal (2013/2015)

MAGEL?2 LOM Chen et al (2015)

MEG3/GTL2 GOM Suetal (2011)
NAP1L5 LOM Chen et al (2015)
NNAT LOM LOM LOM LOM Chen et al (2015)
PEG3 LOM Chen et al (2015)
PLAGL1/ZAC LOM Chen et al (2015)
SNRPN/SNURF LOM LOM Chen et al (2015)
XIST LOM GOM GOM LOM LOM Shen et al (2013)
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.11 Perfil multilocus do padréo de expresséo

A expressdo monoalélica parental, especifica dos genes regulados por
imprinting, tem papel crucial durante o desenvolvimento embrionario. Ela pode,
portanto, ser utilizada como marcador genético da viabilidade do embrido
(GUTIERREZ-ADAN; WHITE.; SOOM, 2015). A maioria dos genes regulados
por imprinting possuem funcdo em diversos processos biologicos, como no
metabolismo, atuando como fatores de transcricdo, como reguladores de ciclo
celular, na apoptose entre outros processos (WRENZYCKI et al., 2004). Porém
poucos estudos analisam esse parametro em pacientes SBW e LOS/AOS. Os
poucos estudos de alteracdo multilocus de expresséo estao baseados nas fases
embrionérias e em gametas de bovinos, sendo que na sindrome SBW esse tipo
de andlise ainda é inexistente.

Os estudos de RUDDOCK et al., (2004) analisaram o perfil de expressao
em embrido e odcitos bovinos provenientes de fertilizacdo in vitro (FIV). Os
genes de imprinting maternalmente e paternalmente expressos escolhidos
foram: DLK1; PEG1-MEST; NDN; NNAT;, SGCE; e GRB10; GNAS; XIST
(relacionado a inativacdo do cromossomo X), respectivamente. Os genes
PEG1/MEST e DLK1 né&o tiveram transcritos detectados em nenhuma fase
embrionaria analisada, assim como nos odcitos. Os genes GNAS, GRB10, NDN
e NNAT foram detectados em diferentes fases de desenvolvimento embrionario
pré implantacional e nos odcitos, assim como o0s genes SGCE e XIST
(RUDDOCK et al., 2004).

Andlise de evento de alteracdo de expressdo multilocus foram feitos em
diferentes estudos. YANG et al., (2005) analisaram 3 genes de imprinting (IGF2,
H19 e IGF2R) em 8 tecidos (rim, figado, coracdo, pulmao, bexiga, baco, timo e
musculo) de 5 clones bovinos pés morte, em 3 tecidos (pele, musculo e figado)
de 6 clones adultos e em 5 animais controle oriundos de reproducao natural. A
partir das analises por PCR quantitativo — Real Time, observaram que nos clones
gue nao sobreviveram, o nivel de expressao estava alterado em todos 0s genes
analisados, quando comparados com a expressdo observada nos animais
controle. A expresséo desses genes nos clones adultos foi considerada normal
em todos os tecidos, exceto a expressdao do gene IGF2 no musculo que foi

considerada alterada. Um dos clones apresentou expressédo 10x maior do gene
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IGF2 nos tecidos de coracdo, figado e baco quando comparado com o0s
controles. Da mesma maneira ocorreram em outros 2 clones, indicando que o
gene IGF2 teve uma superexpressao nos tecidos de clones quando comparado
com os controles. Para o gene H19, o mesmo foi observado, no qual um dos
clones apresentou um aumento de cerca de 30x na expressao desse gene no
figado. Embora a expressao estivesse alterada em todos os clones, néo foi
possivel achar uma relacéo entre o nivel de expressao com as caracteristicas
fenotipicas dos clones analisados (YANG et al., 2005).

Em um estudo com embriées bovinos provenientes de FIV, D’CRUZ et al.,
(2008) analisaram a expressao de 9 genes (ATA3, IMPACT, L3MBTL, MAGELZ2,
MKRN3, PEG3, SNRPN, UBE3A e ZACl), sendo estes investigados pela
primeira vez em bovinos. Foi observado em todos os genes a auséncia do
padrdo de expressdo monoalélica esperado nos embrides, exceto o gene ATA3
que ndo teve expressao detectada em nenhum estagio de desenvolvimento. Os
genes IMPACT e UBE3A apareceram em quase todas as fases embrionarias
analisadas. De maneira geral, todos os genes analisados apareceram em pelo
menos duas fases do desenvolvimento inicial do embrido provenientes de FIV
(D’CRUZ et al., 2008).

Em embriées formados in vitro, in vivo e nos partenogénicos — nos dias 14
e 21 — foi analisado o padrédo de expressédo de 8 genes de imprinting (ATAS3,
DLK1, GNAS, GRB10, MAGEL2, PEG1/MEST, NDN e SGCE). Todos 0s genes
foram expressos no D21 no grupo in vivo, 0 que hdo ocorreu com os embrides
D14, em que ATA3 e DLK1 ndo apresentaram transcricdo. Somente o gene
PEG1/MEST apresentou auséncia de transcricdo nos embrides partenogénicos
D14, o que era esperado jA que este gene € expresso somente pelo alelo
paterno. Os genes GNAS e GRB10 foram detectados em todos os embrifes de
todos os grupos, assim como o gene MAGEL2 (TVEDEN-NYBORG et al., 2008).

Os primeiros estudos sobre alteracdo de expressao multilocus em clones
bovinos foram feitos por ROBBINS et al., (2012) ao analisarem os tecidos de
figado, cérebro, lingua, coracdo e corioalantdide em diferentes genes de
imprinting (PLAGL1, H19, KCNQ10T1, CDKN1C). No entanto, em suas analises
em clones de D65 néo foi observado nenhuma alteracéo de expresséo. Todos

0S genes apresentaram expressao monoalélica (Tabela 3).
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Entretanto, analises feitas em tecidos de diferentes origens embrionarias
(figado, rim, cérebro, placenta, musculo, lingua) demonstraram um padrao de
expressao monoalélico e bialélico em diversos loci de imprinting nos animais com
LOS. Por exemplo, os tecidos de rim, masculo e figado que apresentaram
expressdo bialélica dos genes KCNQ1OT1, PHLDA2, KCNQ1, BEGAIN,
DIRASS, IGF2R, e NNAT (CHEN et al., 2013, 2015).

Diferentemente dos estudos feitos até hoje, CHEN et al., (2017) fizeram um
transcriptoma de 4 clones bovinos com LOS e 4 fetos controle utilizando a
técnica de RNA-seq em diferentes tecidos (musculo esquelético, figado, rim,
cérebro) com o intuito de identificar genes diferencialmente expressos (DEGS).
A quantidade de genes diferencialmente expressos variou entre os tecidos
analisados e os clones. Os clones que apresentavam LOM na KCNQ1OT1
tiveram maior taxa de DEGs no figado e no musculo esquelético. Os clones 1, 3
e 4 apresentaram maiores DEGs nos tecidos de figado, rim e musculo
esquelético, respectivamente. Esse mosaicismo de expressao tecido especifico
demonstra a necessidade de maiores caracterizacdes do padrdo de expressao
dos diferentes genes e das altera¢des ocorridas nos tecidos.

Apos realizacdo do sequenciamento desses genes, 0 estudo analisou a
associacao entre as DEGs com a func¢do biolégica nos diferentes tecidos. Com
essa analise foi possivel observar que as funcfes biologicas variaram muito
entre os tecidos, no qual fungbes como “vias metabdlicas de céncer’ e
“fosforilagao oxidativa” estavam predominantes no musculo esquelético e figado,
respectivamente. A partir dessa associacdo, foi possivel avaliar quais genes
estavam com expresséo alterada nos tecidos dos clones, tal como o gene IGF2
gue estava associado as vias metabdlicas do cancer (CHEN et al., 2017).

No mesmo estudo foi realizado Whole Genome Bisulfite Sequencing
(WGBS) para identificacdo de regides de imprinting no tecido de musculo
esquelético nos clones. Foram encontradas DMRs em 18 genes de imprinting,
no qual 7 deles ja haviam sido descritos em bovinos na literatura (GNAS-DMR,
H19/IGF2-DMR, GNASXL-DMR, IGF2R/AIRN-DMR, KvDMR1, PEG1/MEST-
DMR e PLAGL1-DMR); mais 8 novos genes ja descritos em humanos e
camundongos foram identificados (NAP1L5-DMR, DIRAS3-DMR, GTL2-DMR e
DLK1-DMR) e 3 novas regides foram detectadas (BEGAIN-DMR, MEG-DMR 8
e MGC157368-DMR). As DMRs dos novos genes de imprinting detectados
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estavam localizadas dentro de corpos génicos de genes de imprinting bovino
conhecidos (CHEN et al., 2017).
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Tabela 3. Andlise de alteracdo de expressao multilocus em clones bovinos de SCNT.

Genes Rim Figado Placenta Musculo Cérebro Lingua Coracao Pulméo Corioalantéide Referéncia
BEGAIN i Chenetal (2015)
DIRAS3 * Chenetal (2015)
H19 * * * * * * * * * Robbins et al (2012) / Chen et al (2013)
IGF2 * * * x * * Chenetal (2013)
IGF2R * * i Chenetal (2015)
INPP5FV2 * Chen et al (2015)
KCNQ10T1 x k[ * i x[E x x [ x * Robbins et al (2012) / Chen et al (2013/2015)
MAGEL2 * Chenetal (2015)
NAP1L5 * Chenetal (2015)
NNAT * * ** * Chen et al (2015)
PEG3 x Chenetal (2015)
PHLDA2 o * * o * o * * Chenetal (2013)
PLAGL1/ZAC ** * * * * * Robbins et al (2012) / Chen et al (2015)
SNRPN/SNURF ** ** Chen et al (2015)

** Bialélico, * Monoalélico, **/* Bialélico e Monoalélico
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IV. Concluséo

¢ A partir desses dados, a semelhanca no padréo fenotipico e epigenético
entre a LOS/AOS e a SBW fica evidente. Assim, justifica-se o uso da espécie
bovina para estudos sobre a etiologia de SBW.

e As caracteristicas clinicas presentes na sindrome SBW podem variar
dependendo da epimutacdo predominante. Esse tipo correlagdo ainda nao foi
realizada na LOS/AQOS.

e A ocorréncia de Ids, geralmente, estid associada as alteracdes
epigenéticas multilocus;

e De acordo com a maioria dos estudos relatados, os genes regulados
por imprinting associados a essas sindromes de hipercrescimento tendem a
apresentar um padréo de hipometilagdo (LOM).

¢ Os genes regulados por imprinting gendmico apresentam um padréao de
expressao tecido especifico, sendo que o mesmo também foi observado em
diferentes estudos na sindrome LOS/AOS.

e Esse padrdo de alteracdo de expressdo multilocus tecido especifico
ainda néo foi relatado na sindrome SBW.

Apesar dos dados encontrados na literatura j& demonstrarem que existe
alteracdo no padrdo epigenético dessas sindromes, ainda se fazem
necessarios estudos mais detalhados para tentar associar as epimutacdes as
caracteristicas clinicas para melhor investigacdo sobre etiologia e diagndstico

dessas sindromes.
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Resumo

O mecanismo epigenético de imprinting gendmico é caracterizado pela
expressdo monoalélica parental especifica, sendo este essencial durante o
desenvolvimento embrionario de mamiferos. Devido ao seu estabelecimento e
manutencdo estarem associados as fases iniciais do desenvolvimento, as
alteracdes no padrdo de imprinting podem ocasionar sindromes decorrentes
das falhas na regulacdo génica. O surgimento de determinadas sindromes
ocorrem em maior proporcdo nos protocolos de tecnologias de reproducao
assistida (ART), como fertilizacao in vitro (FIV) e transferéncia nuclear de célula
somatica (SCNT). Percebe-se que o ambiente in vitro dessas biotécnicas pode
ocasionar instabilidade epigenética para o0s gametas e embrides em
desenvolvimento. Sindromes como a Large Offspring Syndrome (LOS) /
Abnormal Offspring Syndrome (AOS) em bovinos e Sindrome de Beckwith-
Wiedemann (SBW) em humanos tém maior incidéncia em progénies
provenientes de ART. Essas sindromes estdo associadas a desregulacéo dos
genes de imprinting, através da perda ou ganho de metilacdo do DNA. Dentre
0s genes regulados por imprinting gendmico ja descritos, os genes IGF2, H19
e KCNQ1OT1 tém sido relacionados com o surgimento de ambas sindromes.
Recentemente, estudos tém associado a ocorréncia de evento de alteracéo de
metilacdo multilocus (MLMD) com o surgimento dessas sindromes, como 0s
genes PEG1/MEST, GNAS, SNRPN, GRB10, entre outros. Porém, embora a
sindrome humana e a bovina apresentem similaridades clinicas e moleculares,
existem poucas informacdes sobre as alteracdes nos genes regulados por
imprinting em bovinos provenientes de transferéncia nuclear. Portanto, o
presente estudo visou analisar o padrao de metilacdo do DNA nos genes H19
(H19-DMR), KCNQ1OT1 (KvDMR1) e PEG1/MEST (PEG1-DMR) em tecidos
de clones bovinos que ndo sobreviveram apds 0 nascimento e animais
controles (concebidos naturalmente). Através das andlises quantitativas de
metilacdo do DNA por PCR quantitativo (Real Time), foram observadas
alteracdes nos niveis de metilagdo do DNA na KvDMR1 em ambos tecidos
analisados (coracéo e figado) em clones. No entanto, esse tipo de alteracao
epigenética ndo foi encontrada na H19-DMR, em comparacdo com os valores
obtidos nos animais controles. Assim como a ocorréncia de perda (LOM) e
ganho (GOM) de metilagdo no gene PEG1/MEST-DMR de maneira individuo e
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tecido-especifico. Mesmo entre os animais gerados pela mesma doadora de
nacleo, foi encontrada epimutacdo (LOM e GOM) na CGI analisada. Esse
trabalho € o primeiro relato de epimutacdo na PEG1/MEST-DMR em clones
bovinos. Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos encontrados
na literatura para alteracdes epigenéticas em ambas as DMRs na SBW. O que
reforca a utilizagdo da espécie bovina como modelo para estas sindromes na
espécie humana. Contudo, estudos mais detalhados devem ser realizados para
investigacdo de outras DMRs que podem estar sendo afetadas, assim como
para associacdo das alteracdes moleculares presentes na LOS/AOS com as

caracteristicas fenotipicas predominantes nessa sindrome.

Palavras-chave: H19, KCNQ1OT1, PEG1/MEST, imprinting gendmico,

metilacdo do DNA, tecnologias de reproducao assistida
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Abstract

The epigenetic mechanism of genomic imprinting is characterized by the
specific parental monoallelic expression, being essential during the embryonic
development of mammals. Due to genomic imprinting establishment and
maintenance with early developmental stages, changes in the imprinting pattern
can lead to syndromes owing to gene regulation failures. The occurrence of
certain syndromes occurs in a greater proportion in the protocols of Assisted
Reproduction Technologies (ART), such as in vitro fertilization (IVF) and
somatic cell nuclear transfer (SCNT). In such a way that the in vitro environment
of these techniques can induce epigenetic instability for the gametes and
embryos in development. Syndromes such as Large Offspring Syndrome
(LOS)/Abnormal Offspring Syndrome (AOS) in cattle and Beckwith-Wiedemann
Syndrome (BWS) in humans have a higher incidence in progenies from ART.
These syndromes are associated with deregulation of imprinting genes, through
the loss or gain of DNA methylation. Among the genomic imprinting regulated
genes already described, genes H19 and KCNQ1OT1have been related to the
onset of both syndromes. Recently, studies have associated the occurrence of
multilocus methylation defects (MLMD) with the onset of these syndromes, such
as PEG1/MEST, GNAS, SNRPN, GRB10, among others. However, although
the human and bovine syndrome have clinical and molecular similarities, there
is little information on changes in genes imprinted in cattle from nuclear transfer.
Therefore, the present study aimed to analyze the DNA methylation pattern in
the genes H19 (H19-DMR), KCNQ1OT1 (KvDMR1) and PEG1/MEST (PEG1-
DMR) in bovine clone tissues that did not survive after birth and control animals
(naturally designed). Through quantitative DNA methylation analyzes by
guantitative PCR (Real Time), changes in DNA methylation levels in KvDMR1
were observed in both tissues analyzed (heart and liver) in clones. However,
this type of epigenetic change was not found in H19-DMR when compared to
values obtained in the control animals. As well as the occurrence of loss (LOM)
and methylation gain (GOM) in the PEG1/MEST-DMR gene in an individual and
tissue-specific manner. Even in the animals generated by the same core donor,
epimutation (LOM and GOM) was found in the analyzed CGI. This work is the
first report of epimutation in PEG1/MEST-DMR in bovine clones. The results of

the present study are similar to those found in the literature for epigenetic
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changes in both DMRs in BWS. This reinforces the use of the bovine species
as a model for the human syndrome. However, further studies should be
performed to investigate other DMRs that may be affected, as well as to
associate the molecular alterations present in LOS/AOS with the predominant

phenotypic characteristics in this syndrome.

Key words: H19, KCNQ1OT1, PEGI1/MEST, genomic imprinting, DNA

methylation, assisted reproduction
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I. Introducéo

O imprinting gendmico é um mecanismo epigenético que leva a
expressao diferencial de um gene, no qual apenas um dos alelos parentais é
expresso. Trata-se de um fenémeno, cujo estabelecimento inicia-se no
desenvolvimento das células germinativas primordiais (BARLOW, 2011;
DELAVAL et al.,, 2007) e é essencial ao desenvolvimento de mamiferos.
Durante a gametogénese, padrbes distintos de metilacdo do DNA e
modificacbes de histonas sédo estabelecidos em elementos regulatérios,
conhecidos como regifes controladoras de imprinting (ICRs, Imprinting Control
Region) (SANLI; FEIL, 2015). Depois da fecundacéao, essa assimetria molecular
resulta em uma expressdo monoalélica parental especifica em cada loci
regulado por imprinting gendémico (SANLI; FEIL, 2015). Por estar associada as
fases importantes no crescimento e desenvolvimento embrionério, a
desregulacéo da expressdo de genes de imprinting pode ocasionar anomalias
congénitas e tumores (SOEJIMA; HIGASHIMOTO, 2013).

O ganho (GOM, Gain Of Methylation) e a perda (LOM, Loss Of
Methylation) de metilacdo do DNA sdo eventos de epimutacdo que podem
influenciar a regulagdo génica, afetando negativamente a eficiéncia das
tecnologias de reproducdo assistida (ARTs, Assisted Reproductive
Technologies). Essas caracteristicas de metilacdo do DNA estdo associadas
as ARTSs, principalmente, a transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT), a
fertilizacdo in vitro (IVF) e a injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI) (CHEN et al., 2015; DEBAUN; NIEMITZ; FEINBERG, 2003; KAGAMI et
al., 2007; NELISSEN et al, 2013; URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO;
NIEMANN, 2014). Tanto a GOM quando a LOM podem contribuir para a perda
de imprinting (LOI, Loss Of Imprinting), caracterizada pela interrupcao do perfil
de transcricdo monoalélica dos genes regulados por imprinting gendmico.

A ocorréncia de eventos de LOI em humanos e bovinos provenientes de
ART estdo associados ao desenvolvimento fenotipico anormal, ao
hipercrescimento; a macroglossia; a hérnia umbilical; a visceromegalia e a
hipoglicemia neonatal (CHEN et al., 2013). Em ruminantes, esses fenotipos em
animais derivados de ARTs induzem a sindrome do bezerro grande (LOS/AQOS,

Large Offspring Syndrome/Abnormal Offspring Syndrome), considerado um
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modelo animal para a sindrome humana Beckwith-Wiedemann (SBW) (CHEN
et al., 2013). Em humanos, a epimutacdo em disturbios nos genes de imprinting
gendmico pode surgir em um padrao multilocus e tecido especifico (MACKAY
et al., 2015; SPENGLER et al., 2011).

A associagao entre o surgimento de sindromes provenientes de ARTs e
epimutacdes nos genes de imprinting ocorrem devido a manipulacdo dos
gametas (maturagdo, criopreservagcédo), embrido, meios de cultivo e outros
(KOHDA; ISHINO, 2012; ZHENG et al., 2011). Nas sindromes SBW e
LOS/AQS, os genes H19/IGF2 e KCNQ1OT1 séo, frequentemente, relatados
na literatura devido as epimuta¢des por meio de LOM e GOM(CHEN et al.,
2013; SHEN et al, 2012; SOEJIMA; HIGASHIMOTO, 2013). Porém,
recentemente estudos tém demonstrado que essas sindromes podem surgir
devido a alteragcdes multilocus de metilacdo do DNA (MLMD), ndo sendo
exclusivamente causadas por alteracdo em um unico locus (COURT et al.,
2013; SAZHENOVA et al., 2012).

Tem-se sido sugerido que a ocorréncia de epimutacdo multilocus é
clinicamente relevante (TEE et al., 2013). Entretanto, para comprovar o padrao
multilocus tecido especifico em animais doméstico derivados de ART, sdo
requeridas maiores investigacdes. Tanto humanos como em bovinos
provenientes de ARTsS, um conjunto de genes de imprinting genémico ja foi
caracterizado para ocorréncia de epimutacdes, como por exemplo, 0S genes
IGF2R, SNRPN, GRB10, PEG10, LIT1, IGF2, H19 e PEG1/MEST (COCCHI et
al., 2013; DEBAUN; NIEMITZ; FEINBERG, 2003; GONG et al., 2012; HIURA et
al., 2014; HORI et al., 2010; JR et al., 2009; LIU et al., 2008; LONG; CAI, 2007;
SUZUKI et al., 2011; YANG et al., 2005).

O gene PEG1/MEST (Paternally Expressed Gene 1/Mesoderm Specific
Transcript), regulado por imprinting genémico,sofre alteracdes em individuos
provenientes de ART (ROSSIGNOL et al., 2006). A ocorréncia de GOM ou LOM
na regiao, diferencialmente, metilada (DMR) do gene PEG1/MEST humano ja
foi relatada em pacientes de SBW e na sindrome de Silver-Russell (SRS)
(HIURA et al., 2012; KAGAMI et al., 2007; LIM et al., 2009; ROSSIGNOL et al.,
2006). A metilagdo anormal do PEG1/MEST-DMR em pacientes de SBW e SRS
e, frequentemente, vista junto com a epimutacédo em outras DMRs, como H19-

DMR e KvDMR1. Tal ocorréncia sugere que seja a causa seja um evento



52

multilocus (HIURA et al., 2012; LIM et al., 2009; ROSSIGNOL et al., 2006).
Embora seja relatada em humanos, a epimutacdo do PEG1/MEST ainda nao
esta muito bem descrita em clones bovinos gerados por transferéncia nuclear.

O gene H19 encontra-se, altamente, expresso durante a embriogénese,
especialmente, nos tecidos mesodérmicos e endodérmicos. A partir da
expressao do alelo materno, este gene produz ncRNA. Dentro do seu cluster
gendmico encontra-se o gene IGF2 (Insulin-like growth fator 2). Ambos genes
regulados pelo mesmo centro de controle de imprinting (ICR), denominado
ICR1. O ICR1 comporta-se como uma DMR gamética, com a metilacdo
ocorrendo no alelo paterno (SAKIAN et al., 2015). Por estarem associados a
mesma ICR, esses genes apresentam nivel de expressao similar nos tecidos
embrionarios (GABORY; JAMMES; DANDOLO, 2010; SASAKI; ISHIHARA;
KATO, 2000). Diferentemente do gene H19, o IGF2 é expresso somente pelo
alelo paterno, sendo capaz de promover o crescimento fetal e placentario
durante a embriogénese devido a sua funcéo de proliferacédo celular. O H19,
por sua vez, apresenta funcéo de repressao oncogénica (NORDIN et al., 2014).

A ICR1 possui sitios de ligacdo de uma proteina insuladora CTCF. Esta
proteina € capaz de se ligar no alelo materno ndo metilado, o que permite a
expressao do gene H19. Por outro lado, no alelo paterno, a metilacdo da DMR
na ICR1 impede a ligacdo da proteina CTCF. Desse modo, um enhancer a
jusante do H19 age sobre a regido promotora do gene IGF2 permitindo sua
expressdo (BELL; FELSENFELD, 2000; SZABO et al., 2000). Portanto, a
ligacdo do CTCF e a metilacdo na ICR1 regulam a expressao monoalélica
parental especifica entre esses dois genes. Assim, temos estudos que ja
demonstraram que a epimutacdo, por perda ou ganho de metilacdo, no sitio
ligante de CTCF causa perda do padrdo de expressao monoalélico de
H19/IGF2 (ENGEL; THORVALDSEN; BARTOLOMEI, 2006; HAN; LEE;
SZABO, 2008; KURUKUTI et al., 2006).

Em humanos, o cluster H19/IGF2 esta localizado no cromossomo
11p15.5, e sua alteracdo tem sido associada as sindromes Beckwith-
Wiedemann e Silver-Russell. Estudos descrevem que a ICR1 encontra-se
hipermetilada e hipometilada nas sindromes SBW e SRS, respectivamente
(AZZl; ABI; NETCHINE, 2014; JACOB; ROBINSON; LEFEBVRE, 2013). A
hipermetilacéo da ICR1 estéa relacionada com o ganho de funcéo do gene IGF2,
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resultando em expresséo bialélica e na perda da expressao de H19 (SOEJIMA,
HIGASHIMOTO, 2013). Sabendo-se que a funcdo do IGF2 & promover o
crescimento fetal, a alteracdo de expressao em pacientes SBW resulta no
aumento de peso dos individuos afetados, dando a caracteristica de
hipercrescimento da sindrome (EGGERMANN et al., 2014; MAEDA et al.,
2014).

Juntamente com a perda de imprinting (LOI) ocorrida no loci H19/IGF2 em
pacientes SBW, é descrita a ocorréncia de epimutacdo no locus do gene
KCNQ1OT1. Este gene também se encontra no cromossomo 11p15.5 e, em
humanos, esta associado a regido controladora de imprinting 2 (ICR2), sendo
esta composta pelos genes KCNQL1l, KCNQ1OT1,CDKN1C, PHLDAZ2,
SCL22A18, TSSC4, CD81, ASCL2, TH, OSBPL5 (MANCINI-DINARDO et al.,
2006, 2003). O dominio do gene KCNQ1 contém uma regido diferencialmente
metilada (KvDMR1), estando localizada na ICR2. A KvDMR1 esté associada a
regulacdo da expressédo dos genes no cluster através do controle da expressao
do gene KCNQ1OT1 (LIT1) (GUSEVA; MONDAL; KANDURI, 2012; SHIN;
FITZPATRICK; HIGGINS, 2008).

O ncRNA KCNQ1OT1 é transcrito a partir do alelo paterno na direcao
antisense ao gene KCNQL. Ja no alelo materno, a ICR2 esta metilada e o
KCNQ1OT1 silenciado, permitindo a expressao dos outros genes dentro do
cluster. Em relacdo a SBW, a maior causa do surgimento dessa sindrome (50-
60%) é a perda de metilacao (LOM) da ICR2, resultando na expressao bialélica
do KCNQ1OT1 e no silenciamento dos outros genes do cluster de imprinting
(CHIESA et al.,, 2012). Outras causas da SBW sdo a dissomia uniparental
paterna (20%) e as mutacdes no gene CDKN1C (aprox. 1%) (ROMANELLI et
al., 2011).

Assim como a Beckwith-Wiedemann, a LOS/AOS apresenta uma
combinacdo de caracteristicas clinicas, como macroglossia, macrossomia,
gestacdo prolongada, organomegalia e desenvolvimento anormal dos
membros. Da mesma maneira, clones gerados por transferéncia nuclear
(SCNT) apresentam perda de imprinting (LOI) na ICR2, embora estudos
recentes demonstrem alteragbes em outros loci de imprinting (CHEN et al.,
2013, 2015).
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Devido as similares das caracteristicas clinicas e moleculares entre as
sindromes SBW e LOS/AOS e pela impossibilidade de se estudar embrifes
humanos, a espécie bovina tem sido muito utilizada como modelo para estudos
da etiologia de sindromes provenientes de ART. Ademais, a investigacao das
alteracbes epigenéticas e taxa de variabilidade podem contribuir para a
identificacdo de fatores que influenciam a estabilidade molecular de muitos
genes. Dessa forma, novas estratégias e protocolos para aperfeicoar as
biotecnologias de reproducdo podem ser considerados como uma ferramenta
de reproducdo assistida anima. Com base nisso, 0 presente estudo visou
analisar o padrédo de metilacdo do DNA nas regides H19-DMR e KvDMR1 e
PEG1/MES-TDMR em tecidos somaticos de clones bovinos gerados por SCNT

gue ndo sobreviveram ap0s nascimento.
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Il. Metodologia
II.I Material biolégico

As amostras utilizadas no presente estudo foram obtidas no banco de
tecidos de clones da empresa GENEAL — Genética Animal (Uberaba — MG,
Brasil). A Geneal é autorizada pelo MAPA (Ministério de Agricultura, Gado e
Suprimento) e utiliza a tecnologia patenteada por VIAGEN LC com o INPI. Os
tecidos de figado e coracdo foram escolhidos para analise do padrdo de
metilacdo do DNA, sendo estes coletados por biopsia logo apés morte dos
animais. 12 clones do sexo feminino foram analisados e foram divididos em
grupos com base na doadora de nucleo: A (Al, A2, A3 e A4), B (B1, B2,B3 e
B4),C (Cle C2),D1eELl.

Como controle do estudo foram coletados os mesmos tecidos de animais
provenientes de reproducao natural no matadouro de Campos dos Goytacazes
— RJ, Brasil. Os tecidos dos animais controle também foram obtidos logo apés
sua morte. ApGs a coleta, todos os tecidos foram armazenados em RNAlater®

(Ambion), e congelados no freezer -70°C até a extracdo do DNA.

II.1l Caracteristicas clinicas dos clones

Utilizando os dados fornecidos pela empresa Geneal Genética, foi
possivel reportar as caracteristicas clinicas dos clones analisados. Foram
avaliados o peso ao nascer, o tempo de gestacdo da receptora, tempo de
sobrevivéncia do clone e as caracteristicas clinicas observadas. Dentro dos 12
clones analisados, alguns eram provenientes da mesma doadora de nucleo
celular. Portanto, os clones foram divididos em grupos de acordo com a sua
doadora, sendo divididos entre os grupos A, B, C, D e E. Os grupos A, Be C
apresentam clones gerados a partir da mesma doadora de nucleo (Tabela 1).
De maneira que esses clones foram gerados da mesma doadora, estes podem
ser considerados geneticamente idénticos.

As caracteristicas observadas em todos os clones variaram até mesmo
entre os clones da mesma doadora (grupos A, B e C). Sabendo-se que o0 peso
normal de um bezerro ao nascer varia de 30 a 35Kg, cerca de 66% dos clones

apresentaram pesos anormais (baixo e alto peso - 23 e 62Kg) (AKAGI; GESHI;
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NAGAI, 2013; DHAKAL et al.,, 2013). Assim como o0 peso, 0 tempo de
sobrevivéncia nesses animais variaram, porém todos apresentaram pouco
tempo de vida, de poucas horas a no maximo 9 dias. Somente um clone
conseguiu sobreviver até quase dois meses ap0s nascimento. Muitas das
caracteristicas clinicas observadas nos clones sé&o similares as encontradas na
sindrome LOS/AOS, sendo predominante as alteracbes morfolégicas nos
orgaos. As anormalidades variaram desde anemia e altera¢cdes no tamanho do
umbigo, até modificacées morfoldgicas em diversos 6rgaos (pulméo, coracao e
figado), sangramento e anemia. Os animais controles utilizados no estudo
foram obtidos de matadouros na cidade de Campos dos Goytacazes e suas
caracteristicas fenotipicas n&o foram analisadas (Tabela 1).



Tabela 1. Dados clinicos dos clones analisados. * Dados nao coletados

Clones Peso ao nascer (Kg) Prenhez (dias) / Temp. de sobrev. Caracteristicas fenotipicas
Al 28 266 / natimorto *
A2 48 288/ 17 horas Coagulo na cavidade toracica
A3 53 289/ 7 dias Coracdo aumentado e edema pulmonar
A4 23 283/ 2 dias Anemia
Umbigo fino
Bl 49 289 /9 dias Hemorragia em uma das artérias umbilicais
B2 35 294 / 40 horas ] Enterite hemo[raglca grave
Figado com aparéncia amarelada
B3 30 301 /1 més 21 dias Esplenomegalia e congestédo hepatica
B4 50 308 /12 horas Bezerro grande com pescoco dobrado
C1 30 286 / 36 horas *
Co 50 280/ 2 dias Figado com aparéncia amarelada
Edema pulmonar
D1 62 291 / natimorto *
El 45 295/ 2 horas . Umbigo grosso. e
Hemorragia em uma das artérias umbilicais
Controles
F1
F2 Dados néo coletados

F3
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I.IIl Protocolo de transferéncia nuclear de célula somatica

Para o protocolo de transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT)
foram utilizados oécitos de vacas cicladas, sendo estes coletados através de
aspiracao folicular guiado por ultrassom (OPU). Apoés coleta, os odécitos foram
selecionados e maturados em uma incubadora controlada com temperatura de
38,8°C e saturacdo de 5% de CO2 e 20% de O2. Os odcitos foram desnudados,
e escolhidos pela presenca do primeiro corpusculo polar (maturacdo) e
marcados com Hoechst — Bisbenzimide 33342.

Com o uso do micromanipulador, os nucleos dos odcitos foram retirados
e reconstruidos com o nucleo celular de uma doadora do banco de células da
empresa Geneal. As células utilizadas foram retiradas do banco de células,
descongeladas e colocadas em cultura DMEM com soro fetal bovino e 10% de
amicacina. Desse modo, os odcitos enucleados e as células doadoras de
ndcleo fundiram-se através de eletrofusdo no equipamento BTX®, ao que se
seguiu a ativacdo com ionomycin e 6-DMAP. Apls esse procedimento, as
estruturas reconstruidas foram colocadas em cultivo de oviduto sintético
suplementado com aminodcidos essenciais e nao essenciais, glicose e
antibiéticos (SOFaaci) sob 6leo mineral em uma incubadora a 38,8°C, com 5%
de CO2 e 20% de Oo.

Os odcitos permaneceram em cultivo até o sétimo dia, quando os
embrides formados foram selecionados, classificados e armazenados. Com 0s
embrides formados, as vacas receptoras foram escolhidas e submetidas a
transferéncia transcervical dos embrides. Apos 30 a 35 dias de gestacao, a taxa
de prenhez foi avaliada por ultrassonografia transrectal. Todas as vacas foram
monitoradas todo més para avaliacdo do desenvolvimento placentéario e fetal

com ajuda de uma equipe de veterinarios da Geneal.

[I.IV Desenho dos “primers”

Os primers utilizados foram desenhados através do software GeneRunner
5.0.37 beta. Toda sequéncia gendmica usada para estudo do padrdo de
metilacdo do DNA da regido DMR dos genes H19, KCNQ1OT1 e PEG1/MEST
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foi obtida no banco de dados para o genoma bovino (Btau_4.6.1/bosTau7)

presentes no UCSC genome browser (http://genome.ucsc.edu/).

II.V Extracdo de DNA e ensaio de MSRED-qPCR (Modified Sensitive

Restriction Enzyme Digestion — Quantitative PCR)

A extrac@o do DNA gendmico dos tecidos de figado e coragéo dos clones
e animais controles foi feita através do protocolo modificado de (OLERUP;
ZETTERQUIST, 1992). Apds quantificacdo do DNA extraida usando o
NanoDrop ND-2000, cerca de 200ng de DNA foram utilizadas para o ensaio de
digestdo enzimética. Para cada ensaio 5U da endonuclease sensivel a
metilagéo, Hpall (New EnglandBiolabs), foram usados para digerir o DNA dos
tecidos. Para as amostras controle do ensaio de digestdo enzimatica, a mesma
quantidade de enzima foi substituida por ddH20. O ensaio de digestédo
enzimatica foi incubado a 37°C por 4 horas em um volume final de 20uL. Apos
0 ensaio, cada amostra digerida foi diluida a % (v/v) com ddH20 para ajustar a
concentracdo ideal de DNA para os ensaios subsequentes de gPCR.

Para andlise do padrdo de metilacdo do DNA da regido DMR nos genes
H19, KCNQ1OT1 e PEG1/MEST foi realizado o ensaio de PCR quantitativo —
Real Time usando o StepOnePlus™-Real Time PCR System (Applied
Biosystems®), através do protocolo modificado de MSRED-qPCR (Modified
Sensitive Restriction Enzyme Digestion — Quantitative PCR) descrito por
(GOMES et al., 2009). Os primers utilizados para a quantificacédo de metilacao
do DNA para os genes foram: H19-DMR fwd — 5-GGCTGACCAAATAGACCC-
3 e, rev - 5- ACCTTGCTGGTCTGCACAG- 3; KvDMR1l fwd - 5-
GGTGGATCAGCATAGCGT-3 e, rev - 5- GGCACACCGCTTTCCACAC-3’ e,
PEG1/MEST-DMR fwd — 5 — GGGTGGGCTCTAAAAGTCG - 3’ e, rev - 5'-
CCTCCTCTGCGGCAACCG - 3'. A porcentagem de metilacdo do DNA de
cada amostra foi calculada de acordo com a férmula 5mC % = 100 x 1/2(ACY
(ACt = Ct média da amostra digerida — Ct média da amostra ndo digerida)
(GOMES et al., 2009). Cada reacao foi feita em triplicata.
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I1.VI Andlise estatistica

A estatistica feita para avaliacdo da metilacdo do DNA foi descritiva. Os
dados dos grupos de clones e controle foram analisados através do software
GraphPad PRISM 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Os niveis de
metilacdo do DNA com valores médios acima de 65% ou abaixo de 35% foram
consideradas GOM ou LOM, respectivamente.

Para analise do evento de perda de imprinting (LOI), foi estabelecido como
padrdao normal de metilacao, valores entre 35% e 65% com base nos resultados
obtidos pela andlise dos animais controle e por valores similares aos de
WOODFINE; HUDDLESTON; MURRELL, 2011. Portanto valores abaixo de
35% ou acima de 65% foram considerados hipometilacdo e hipermetilacéo,

respectivamente.
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[ll. Resultados
[ll.I Niveis de metilagcdo do DNA nas regibes KvDMR1, H19DMR e
PEG1/MESTDMR

Os dados de metilacdo do DNA obtidos apés anélise nos tecidos de figado
e coracao variaram nos genes analisados. Para o gene H19, foram encontrados
variagdes entre os tecidos e os clones. Para o tecido de figado, os valores de
5mC variaram de 37,59% a 62,76%, com uma média geral de 52,65%. Embora
a média de 5mC tenha variado entre 0s clones dentro dos grupos, o seu padrao
de metilacdo do DNA foi similar ao encontrado nos animais controle, exceto o
clone B3 que apresentou um quadro de hipermetilagdo (80,14%) (Figura 1A).
Para o tecido de coracédo a média geral de 5mC foi de 48,44% (SD + 11,90), no
qual apenas dois clones apresentaram alteracdo no padrdo normal de
metilagédo do DNA (Al: 70,64% e E1: 23,33%) (Figura 1B).
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Figura 1. Niveis de metilacdo do DNA (5mC) no gene H19DMR. (A) Dados de 5mC
em amostras de figado nos clones e animais controle. (B) Dados de 5mC em amostras
de coragdo nos clones e animais controle. Os valores dentro da barra indicam a média
de metilacdo do DNA.
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Diferentemente da H19-DMR, ao analisar o padrédo de metilagdo do DNA
na regido DMR do gene KCNQ1OT1, observamos LOlI em ambos tecidos.
Cerca de 25% dos clones apresentaram padrao de hipometilagdo nas amostras
de figado, sendo que a média geral desse tecido foi de 50,90% (SD * 21,93%)
(Figura 2A). Ao analisarmos 0s grupos de clones provenientes da mesma
doadora, percebemos uma variacao de 14,89%, 22,52% e 11,61% de 5mC no
figado nos grupos A, B e C, respectivamente. J& nas amostras de coragao, 83%
(10/12) dos clones apresentaram LOI, com valores variando de 8,56% a
31,16%. Somente dois clones apresentaram padrdo normal de metilacdo do
DNA (A2: 36,10% e B3: 60,27%) comparado ao observado nos animais
controle. Nos grupos de clones gerados pela mesma doadora, encontramos
uma variacdo de 4,49%, 17,54% e 1,97% de 5mC no grupos A, B e C,

respectivamente (Figura 2B).
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Figura 2. Padrdo de metilagdo do DNA no gene KCNQ1OT1 (KvDMR1). (A) Niveis
de 5mC em amostras de figado nos clones e animais controle. (B) Niveis de 5mC em
amostras de coracdo nos clones e animais controle. Os valores dentro da barra

indicam a média de metilacdo do DNA (5mC).
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As médias de 5mC% para a regido PEG1/MEST-DMR nas amostras de
figado e coracdo foram 55,37% (SD + 14,65) e 55.42% (SD + 23,47),
respectivamente (Figura 3A e 3B). As taxas de 5mC% variaram de 29.83% a
74,63% para as amostras de figado e de 17,72% a 90,54% para amostras de
coracao nos clones analisados. Duas amostras de célula espermatica bovina
que apresentaram metilacdo da PEG1/MEST-DMR foram analisadas para
confirmar a completa auséncia de metilacdo, ratificando a metilacdo parental
especifica na DMR investigada. Eventos de perda de metilacdo foram
detectados em trés animais de maneira tecido-especifica, com valores de
5mC% variando de 17,72% a 30,03%. O ganho de metilacdo foi detectado em
cinco animais — com variagao de 66,94% a 90,57% no gene PEG1/MEST-DMR
—, sendo que em trés animais o0 evento ocorreu de maneira tecido-especifico.
Dos doze clones analisados, oito (66%) apresentaram pelo menos um tecido
afetado por GOM ou LOM. A ocorréncia de LOM ou GOM foi tecido-especifico
entre os animais dos diferentes grupos de clones, com excecdo dos animais
C2 e D que demonstraram ganho de metilacdo em ambos tecidos analisados.
Portanto, para os grupos de clones, que possuem um background genético
idéntico, verificou-se uma variacado de 5mC nos eventos de perda e ganho de
metilacéo.
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Figura 3. Padrdo de metilagdo do DNA no gene PEG1/MESTDMR. (A) Niveis de
metilacdo do DNA em amostras de figado nos animais controle e clones. (B) Niveis de
metilagdo do DNA em amostras de coragdo nos animais controle e clones. Os valores

dentro da barra indicam a média de metilacdo do DNA (5mC).

[Il.I Andlise de alteragcdo multilocus nas DMRs

Dos doze clones analisados, dez clones (83%) apresentaram LOM na
KvDMR1 em pelo menos um dos tecidos analisados (figado ou corac¢do).
Desses dez clones, nove (90%) apresentaram alteracdo de metilagdo do DNA
em um outro locus de imprinting. Ao analisar as variacdes tecido especifico,
observamos que para o0 tecido de coracdo, seis clones (60%) que
apresentavam LOM na KvDMR1, também demonstraram alteracdo em outro
locus de imprinting, o que néo foi observado para o tecido de figado (somente
um clone). Nenhum dos clones analisados apresentou alteracdes nas trés
regides estudadas simultaneamente. Ao observamos o padrédo de 5mC nos
grupos separadamente (grupos A, B e C), somente um clone do grupo A
apresentou padréo de metilagcdo do DNA normal nas trés DMRs (clone A2), em
ambos tecidos avaliados. Ao avaliar os eventos de perda e ganho de metilacao,

observou-se que para o tecido de coracao 83% dos clones apresentaram LOM,
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porém somente 25% dos clones apresentaram LOM no tecido de figado
(Tabela 2).

Embora tenha ocorrido alteracdo de metilacdo do DNA em mais de um
loci estudado nos diferentes clones, ndo foi possivel fazer associacao entre as
caracteristicas moleculares observadas e as caracteristicas fenotipicas

presentes nos clones.
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Tabela 2. Média dos valores de 5mC (%) nas DMRs analisadas. Valores abaixo de 35% foram considerados hipometilacdo (verde) e acima
de 65% hipermetilacdo (vermelho).

Clones Figado Clones Coracéao
KvDMR1 H19DMR PEG1/MESTDMR

A S s:: SR A

KvDMR1 H19DMR PEG1/MESTDMR

50,83
A2 43,22 37,59 58,55 A2 36,1 53,9 57,6
A3 50,89 50,57 A3 42,82 41,4
A4 40,07 48,97 A4 41,23 44,35
B1 45,03 49,7 B1 54,45 63,67
B2 61,13 39,56 B2 49,45 49,34
B3 41,33 B3 41,4
B4 39,8 B4 43,98
c1 62,32 46,27 c1 43,12
c2 46,71 Cc2 55,75
D1 59,76 D1 61,21
El 59,08 57,22 E1l 43,33
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IV. Discussao

Embora as tecnologias de reproducédo assistida tenham avangado muito
nas ultimas décadas, pouco se sabe como as etapas de manipulacdo dos
gametas e embrido podem alterar a expressdo dos genes regulados por
imprinting gendémico. Varios estudos tem focado em alteracfes no padréo de
metilacdo do DNA nesses genes, uma vez gque essa marca epigenética €
fundamental na regulacédo desses genes, cuja fungcéo € essencial no inicio da
embriogénese (CHEN et al., 2010; SATO et al., 2007).

A perda de imprinting (LOI) pode ocorrer devido as falhas nos fatores de
regulacdo em cis e, recentemente, foram descritas alteragcdes em fatores trans
(UYAR; SELI, 2014). Em se tratando de tecnologias da reproducéo, sabe-se
gue fatores externos podem induzir a epimutacées, como o ambiente de cultivo
in vitro. Porém, ainda néo esta claro de que forma esse ambiente causa erros
nos mecanismos epigenéticos (DUPONT; SIFER, 2012; ZHENG et al., 2012).

Em bovinos, a tecnologia de transferéncia nuclear tem sido utilizada para
animais geneticamente superiores ou, até mesmo, para estudos da area
biomédica. No entanto, muitos animais gerados por essa tecnologia nhascem
com anomalias congénitas e possuem baixas taxas de sobrevivéncia (BUREAU
et al., 2003; WILMUT et al., 1997). A LOS/AOS € uma sindrome em bovinos
qgue inclui hipercrescimento com maior incidéncia em animais gerados por
transferéncia nuclear (ROBBINS et al., 2012). As caracteristicas clinicas dessa
sindrome sdo similares as encontradas na sindrome humana de Beckwith-
Wiedemann (SBW)(CHEN et al., 2015).

No presente estudo, foram analisados clones que n&o sobreviveram,
sendo estes divididos em grupos de acordo com a sua fonte doadora de ndcleo.
Alguns tecidos foram coletados e dados clinicos anotados. A partir das
analises, foi possivel observar que muitos 6rgados estavam com sua morfologia
alterada, como por exemplo, o coracdo, o figado e umbigo. De maneira
semelhante, o peso dos clones apresentou variacdo entre baixo (23Kg) e alto
(45Kg a 62Kg) peso. A duracao da gestacado em todos os clones analisados foi
similar aos animais naturais, exceto um animal que apresentou gestacao de

308 dias (CHUD et al., 2014). Devido a essas caracteristicas pode-se supor
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gue a morte desses animais esta associada a ocorréncia da LOS/AOS (Tabela
1).

SHEN et al., (2013) demonstraram que todos os clones analisados em
sua pesquisa apresentavam alteracbes no coracéo, figado, rim, pulméo, de
maneira similar as caracteristicas fenotipicas observadas nos clones do
presente estudo. O periodo de taxa de sobrevivéncia também foi de poucas
horas, com somente um clone sobrevivendo até 6 meses (SHEN et al., 2013).

Vale ressaltar que a fonte de célula doadora pode influenciar a taxa de
eficiéncia da clonagem, dependendo do tipo celular, nivel de diferenciacéo e
gendtipo da célula, por exemplo (INOUE et al., 2003). A baixa eficiéncia da
clonagem e o surgimento de anormalidades pode ser devido a incompleta
reprogramacao epigenética no DNA da célula doadora (INOUE et al., 2003;
KOHAN-GHADR et al., 2011). Desse modo, os fenotipos anormais sao
causados devido a falhas epigenéticas, pois os clones provenientes de uma
mesma célula doadora séo geneticamente idénticos (WAKAYAMA, 2007).
Tendo em vista que em nosso estudo os clones pertencentes aos grupos A, B
e C sao provenientes da mesma fonte de células doadoras, as alteracdes
fenotipicas encontradas devem ser inteiramente consequéncia do efeito de
epimutacoes.

Da década de 2000 até hoje, alguns estudos demonstram que 0s genes
regulados por imprinting alterados na LOS/AOS e SBW séo ortélogos nas duas
espécies. Na SBW, sua maior ocorréncia é devido ao padréo de hipometilacdo
da ICR2 (de 50-60%) e, em alguns casos, com ganho de metilacdo do DNA na
ICR1 (~5%) (NETCHINE et al., 2012; RICCIO; CRESCENZO; RUSSO, 2009;
SOEJIMA; HIGASHIMOTO, 2013). Entretanto, recentemente outros loci tem
sido identificados com LOI nessas sindromes, como os genes PEG1/MEST,
GRB10, GNAS, SNRPN, entre outros (AZZI et al., 2010; MACKAY et al., 2015;
SOELLNER et al., 2015). Portanto, em bovinos, a perda de imprinting pode
ocorrer em loci diferentes do que nos genes IGF2/H19 e KCQN1OT1(CHEN et
al., 2015)

Ao comparar com os dados de LOI em pacientes com a Sindrome de
Beckwith-Wiedemann, muitos estudos apresentam resultados semelhantes ao
encontrado pelo nosso estudo, em que a maioria dos casos analisados nao
exibem alteracdo no padrado de 5mC na regidao H19-DMR (BEGEMANN et al.,
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2012; BLIEK et al.,, 2009; VALS et al.,, 2015). Diferentemente dos dados
encontrados no presente estudo e na literatura, SHEN et al. (2013) constataram
um padrdo de hipometilacdo no gene H19 em todos os clones, quando
comparado com os animais controle. O mesmo foi visto em embrides D17 de
bovinos gerados por transferéncia nuclear, induzindo a expresséo bialélica no
gene H19 (SMITH et al., 2012).

No entanto, esses dados contradizem o que foi observado em alguns
estudos de sindromes de hipercrescimento, como a SBW, em que 5% dos
pacientes apresentam um quadro de hipermetilacdo da ICR1, induzindo a
expressao bialélica do gene IGF2 (CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010;
EGGERMANN et al., 2015).

Assim como €&, classicamente, descrito na SBW, o padrdo de
hipometilacdo da KvDMR1 também foi observado na maioria dos clones
estudados. Em um estudo com pacientes SBW, 72% dos casos apresentaram
hipometilagdo da ICR2, com alta incidéncia assim como o encontrado em nosso
estudo (POOLE et al, 2013). Outros estudos também apresentam
predominéancia da LOI na ICR2 em pacientes de SBW (COURT et al., 2013;
ROSSIGNOL et al., 2006; SANO et al., 2016; TEE et al., 2013). O quadro de
hipometilacdo da KvDMR1 no tecido do coracdo observado nos clones foi
correspondente ao encontrado por outros autores em clones bovinos (CHEN et
al., 2013, 2015).

Considerando a heterogeneidade tecido-especifica, pode-se imaginar que
a acdo de fatores esteja associada a regulacdo do imprinting, desde a
manutencao dos perfis de metilacdo nas DMRs, como por exemplo, pela acédo
de fatores como CTCF, STELLA e ZFP157, as alteracbes nos padrbes de
heranca de metilacdo nas DMRs.

Do mesmo modo, dentro de um mesmo cromossomo € possivel encontrar
alteracdo no imprinting em um gene especifico e ndo em todos (MANCINI-
DINARDO et al., 2006), como o observado nos genes H19 e KCNQ1OT1 que
estdo localizados no mesmo cromossomo, tanto em humanos quanto em
bovinos.

Da mesma maneira que muitos estudos que tem focado os MLMDs, o
presente estudo analisou alteracdes epigenéticas no PEG1/MESTDMR bovino

em clones bovinos para corroboragédo de alteragdes multilocus em animais
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provenientes de ARTs. Observamos ganho e perda de metilacdo em 55% dos
tecidos analisados (figado e coracdo). Esse padrdao de epimutagdo tem sido
descrito em humanos, tanto na sindrome SBW (LOM) quanto na SRS (GOM),
indicando que essa DMR pode ser alterado em diferentes padrbes (TEE et al.,
2013); (KAGAMI et al., 2007). O ganho de metilacéo foi detectado em pacientes
de SRS nascidos de fertilizacéo in vitro (KAGAMI et al., 2007). Por outro lado,
hipometilacdo foi encontrada na PEG1/MEST-DMR em pacientes com SBW
provenientes de ART (ROSSIGNOL et al.,, 2006; TEE et al., 2013). Nos
resultados, observamos uma maior prevaléncia no aumento dos niveis de
metilacdo nos tecidos analisado, sendo que oito das onze (88%) amostras de
tecidos apresentaram GOM.

A alteracdo epigenética comportou-se de maneira tecido-especifica nos
dez dos doze (83%) dos clones analisados. Exclusivamente, os clones C2 e D1
apresentaram metilagdo anormal em ambos tecidos (Figura 3). As diferencas
de deteccao de ganho e perda de metilacao foram relatados como sendo tecido
especifico tanto na sindrome SBW como na SRS com discordancia somente
nas células periféricas sanguineas e epitélio bucal (MURPHY; MACKAY;
MITCHELL, 2012; SPENGLER et al., 2011).

Nossos resultados corroboram com o descrito na literatura, indicando que
a ocorréncia especifica ou co-ocorréncia de epimutacdes para os diferentes
tecidos derivados da linhagem germinativa € indicativo de que essa epimutacéo
ocorreu em diferentes fases do desenvolvimento, afetando os diferentes
tecidos.

Tendo em vista que muitos estudos recentes tém demonstrado alteracdes
multilocus nas sindromes de ARTSs, a associacdo entre as caracteristicas
clinicas e a heterogeneidade molecular ainda é uma tarefa dificil (DOCHERTY
et al., 2014; EGGERMANN, 2010; MAEDA et al., 2014). Na SBW, a associacao
entre as caracteristicas clinicas e as moleculares tem sido realizada para
melhor entendimento da sindrome. Desta maneira, as alteragcdes moleculares
devido a GOM e LOM podem induzir caracteristicas clinicas especificas dentro
de um grupo de pacientes (CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010).

Por exemplo, pacientes que possuem ganho de metilacdo do DNA na
ICR1 apresentaram maior chance de aparecimento de tumores, como o tumor

de Wilms, relacionado a expressao bialélica do gene IGF2 (WEKSBERG,;
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SHUMAN; BECKWITH, 2010). Assim como a perda de 5mC na ICR2 induz a
maior risco de hérnia umbilical (CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010).
Porém na LOS ndo existem dados com essas associagdes. Isso ilustra a
necessidade de maiores investigacbes moleculares em animais com
caracteristicas de disturbios de imprinting (IDs). Com base nos dados obtidos
no presente estudo, ndo foi possivel associar a ocorréncia de alteracdes
multilocus as caracteristicas fenotipicas observadas nos clones de
transferéncia nuclear devido as poucas informacdes fenotipicas desses.

Em vista disso, assim como a SBW, a LOS/AOS proveniente da
transferéncia nuclear € causada devido a disturbios epigenéticos (CHEN et al.,
2015), nos quais a perda de metilacdo do DNA em diferentes loci de imprinting
podem ocorrer durante a reprogramacdo do nucleo celular somatico e/ou
durante o desenvolvimento. Os resultados do presente estudo reforcam a
LOS/AOS como uma sindrome MLMD e como modelo para doencas de
imprinting humanas. Os resultados aqui apresentados também reforcam a
necessidade de novos estudos de analise dos perfis de 5mC em um numero
maior de genes regulados por imprinting genémico com um maior numero de
loci em bovinos, assim como a associacdo das alteracbes multilocus com as

caracteristicas fenotipicas nos clones analisados.
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V. Conclusdes

eTendo em vista a presenca de caracteristicas de hipercrescimento em
alguns clones do presente estudo, assim como anomalias nos 6rgaos, pode-se
supor que a morte desses clones esta relacionada a ocorréncia da LOS/AQOS;

e O padréao de perda de imprinting observado na KvDMR1 nos clones é
semelhante ao observado na sindrome SBW, como descrito na literatura;

e O padrdo de metilacdo tecido-especifico encontrado nas regides H19-
DMR, KvDMR1 e PEG1/MEST-DMR é um indicativo da acdo de fatores de
regulacdo, dando essa caracteristica heterogénea aos genes regulados por
imprinting;

e Devido ao mosaicismo do padrao de metilagcdo do DNA encontrado nos
genes H19, KCNQ1OT1 e PEG1/MEST, outros cluster de imprinting devem ser
analisados para avaliacdo de eventos multilocus em clones gerados por
transferéncia nuclear;

e Com base nas caracteristicas fenotipicas e moleculares observadas,
reforcamos que estudos sobre alteragcbes multilocus de metilagdo do DNA
devem ser feitos para elucidacdo da associacdo desses eventos com as

caracteristicas fenotipicas observadas nos clones.
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Resumo

A regulacdo do mecanismo de imprinting gendmico estd associado a
transcricdo em grande parte a acdo de RNAs ndo codificadores de proteinas
(non-coding RNAs - ncRNAs). A acdo desse ncRNAs esta associada a
regulacdo das marcas epigenéticas de maneira parental especificas nas
regides controladoras de imprinting. O gene PEG1/MEST é regulado por
imprinting genbmico e expresso pelo alelo paterno, sendo sua sequéncia
altamente conservada no genoma de humanos e bovinos. Em humanos, foi
detectado um transcrito intrénico antisense no gene PEG1, denominado
MESTIT1. Esse transcrito antisense foi caracterizado como um ncRNA,
possivelmente associado a regulacdo de PEG1. Portanto, o MESTIT1 pode
exibir uma funcao relevante durante o inicio do desenvolvimento podendo ser
detectado no inicio da embriogénese. A espécie bovina é utilizada como
modelo fenotipico para sindromes humanas provenientes do uso de
tecnologias de reproducao assistida. Apesar disso, ainda ndo héa informacgéo
sobre a transcricdo de MESTIT1 em bovino. O objetivo do estudo foi identificar
em bovinos a regido homoéloga ao MESTIT1 humana e, por meio de andlise de
bancos de dados publicos de RNA-seq analisar a presenca de transcritos que
possam ser parte do MESTIT1 bovino em tecidos soméaticos de animais de
reproducao natural e de clones gerados por transferéncia nuclear. A partir dos
dados analisados nos bancos de dados de RNA-seq foi possivel identificar
transcritos nos tecidos de figado, coracdo, cérebro e blastocistos in vivo de
bovinos na regido homéloga do MESTIT1 humano. Do mesmo modo, apoés
andlise da presenca de transcrito do gene MESTIT1, foi detectado a transcricao
em tecidos de figado em um clone e nos tecidos de figado e cérebro de animais
naturais. Esse estudo é o primeiro indicativo da presenca do gene MESTIT1

em tecidos de animais naturais e clones bovinos.

Palavras-chave: Pegl/MEST, reproducdo assistida, MESTIT1, imprinting

gendmico, transferéncia nuclear de célula somética
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Abstract

The regulation of the genomic imprinting mechanism is associated with
transcription to a largely due the action of non-coding RNAs (ncRNAs). The
action of this ncRNAs is associated with specific parental epigenetic in the
imprinting control regions. The PEG1/MEST gene is regulated by genomic
imprinting and expressed by the paternal allele, its sequence being highly
conserved in the human and bovine genome. In humans, an antisense transcript
was detected in the PEG1 gene, named MESTIT1. This antisense transcript
was characterized as an ncRNA, possibly associated with regulation of PEGL1.
Therefore, MESTIT1 may exhibit a relevant function during early development
and may be detected early in embryogenesis. The bovine species is used as a
phenotypic model for human syndromes derived from the use of assisted
reproduction technologies. Despite this, there is still no information on the
transcription of MESTITL in cattle. The objective of the study was to identify in
bovines the region homologous to human MESTIT1 and, through analysis of
public RNA-seq databases, to analyze the presence of transcripts that may be
part of the bovine MESTIT1 in somatic tissues of natural breeding animals and
of clones generated by nuclear transfer. From the data analyzed in the RNA-
seq databases, it was possible to identify transcripts in liver, heart, brain and in
Vivo blastocyst bovines’ tissues in the homologous region of human MESTIT1.
Likewise, after analysis of the transcript presence of the MESTIT1 gene,
transcription was detected in liver tissues in a clone and in liver and brain tissues
of natural animals. This study is the first indication of the presence of the
MESTIT1 gene in tissues of natural animals and bovine clones.

Key words: Pegl/MEST, assisted reproduction, MESTIT1, genomic imprinting,

somatic cell nuclear transfer
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l. Introducéo

O imprinting gendmico € um mecanismo epigenético que possui uma
importante funcdo durante o desenvolvimento de mamiferos, sendo sua
transcricdo monoalélica parental especifica (BAJRAMI; SPIROSKI, 2016;
CHESS, 2016). O gene PEG1/MEST (Paternally Expressed Gene 1 /
Mesoderm Specific Transcript) esta localizado nos cromossomo 7 e 4 nas
espécies humana e bovina, respectivamente. O gene PEG1 est4 associado
com o desenvolvimento embrionario e comportamental, embora como a acao
do mesmo ocorre ainda € desconhecido (LEFEBVRE et al., 1998; PENG et al.,
2016). O PEG1 possui duas isoformas no qual somente uma € transcrita pelo
alelo paterno.

A primeira identificag&o do transcrito antisense do gene PEG1, conhecido
como MESTIT1, foi em células espermaticas e testiculares (LI et al., 2002). O
transcrito MESTIT1 pode estar associado a regulacdo do gene PEGL,
entretanto, nenhuma caracterizacdo molecular foi feita nos ultimos quinze anos
(NAKABAYASHI et al., 2002). Esse transcrito antisense possui dois éxons
localizados entre as regides promotoras das isoformas do PEG1, sendo
localizado entre duas ilhas CpGs. O primeiro relato, em 2002, sobre o transcrito
antisense humano relatava ter 2.4kb de extenséo (LI et al., 2002), porém em
um segundo estudo o MESTIT1 apresentava um tamanho de 4.2kb
(NAKABAYASHI et al., 2002).

A regido diferencialmente metilada (DMR) presente nas regides de
controle de imprinting (ICR) dos genes regulados por imprinting estabelecem a
expressdo monoalélica paterna de ambos os genes PEG1 e MESTIT1. Porém,
a distribuicdo de transcricdo nos tecidos pode variar. Estudos avaliando a
expressdo do MESTIT1 humano encontraram transcricdo em diversos tecidos
somaticos, como em cérebro, rim, coracao, pulméo, masculo e placenta (LI et
al., 2002; NAKABAYASHI et al., 2002). Tem sido sugerido que 0 gene
MESTIT1, sendo um ncRNA, possa apresentar funcdo regulatoria de PEG1
durante o desenvolvimento embrionario (LI et al., 2002).

Alteracbes na regulacdo de PEGL1 tem sido detectadas em embrides e em
criangas nascidas de técnicas de reproducdo assistida (ARTs) (HUNTRISS et
al., 2013; KAGAMI et al., 2007). E sabido que o uso de tecnologias de



84

reproducdo assistida (ART) podem acarretar alteracdbes de marcas
epigenéticas nos gametas e embrides, ocasionando o surgimento de sindromes
cuja base molecular € epigenética. As caracteristicas fenotipicas e moleculares
das sindromes Beckwith-Wiedemann (SBW), em humanos e a Large Offspring
Syndrome (LOS)/Abnormal Offspring Syndrome (AOS), em bovinos, tem
apresentado semelhancas. Devido isto, a espécie bovina pode ser considerado
um modelo fenotipico para a sindrome humana (CHEN et al., 2013, 2015).

Portanto, devido as semelhancas fenotipicas e moleculares da SBW e
LOS/AOS entre humanos e bovinos, a espécie bovina pode ser um importante
modelo na investigacdo de associacdo com diversas sindromes relacionadas a
alteracdes de imprinting gendmico (CHEN et al., 2013; YOUNG; SINCLAIR;
WILMUT, 1998).

Muitos estudos descrevem que a alteracdo no padréo de genes regulados
por imprinting contribuem para o surgimento de muitas sindromes, como a
Silver Russell (SRS) e a de Beckwith-Wiedemann (SBW), em humanos
(NAGAI; MEGURO-HORIKE; HORIKE, 2012). A SBW possui uma menor
incidéncia na fertilizacdo natural, porém, na reproducdo assistida, esta
sindrome tem maior incidéncia devido as epimutacfes associadas a
manipulacdo in vitro de gametas e embrides (HIURA et al., 2012).

Da mesma forma, a LOS/AOS exibe maior probabilidade de ocorrer
durante o uso de tecnologias de reproducdo assistida, como a fertilizacdo in
vitro (FIV) e a transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT) (SMITH et al.,
2012). Entretanto, supde-se que os clones bovinos conseguem tolerar maiores
modificacdes do padrao de imprinting no estagio fetal, aumentando sua taxa de
eficiéncia da clonagem. Porém, esses clones se tornam animais fracos durante
a modificacdo ambiental abrupta pés natal, induzindo um estresse no recém-
nascido causando a morte logo apés o nascimento (ZHANG et al., 2004).

Diferentemente de estudos em humanos, a descricdo dos genes de
imprinting gendmico bovino permanecem pouco elucidados devido a falta de
informacgéo e caracterizacdo molecular dos mesmos. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi identificar a regido homologa do transcrito antisense
MESTIT1 humano, em bovinos, através do uso de banco de dados publicos de

RNA-seq. E analisar a presencga do transcrito MESTIT1 em tecidos somaticos
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de animais concebidos naturalmente e tecidos de clones bovinos gerados por

transferéncia nuclear de célula somatica.
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Il. Metodologia
[I.I Amostras

Os clones bovinos utilizados no estudo foram doados pela empresa
Geneal — Genética Animal (Uberaba, MG, Brasil). A Geneal é uma empresa
autorizada pelo Ministério da Agricultura, Gado e Suprimento (MAPA) e utiliza
a tecnologia patenteada por VIAGEN LC com o INPI. As amostras de figado
utilizadas no presente estudo foram de clones bovinos que néo sobreviveram
devido a dificuldade de se fazer biopsia em clones vivos. Os tecidos de figado
e cérebro de animais concebidos naturalmente foram obtidos no matadouro de
Campos dos Goytacazes — RJ, sendo estes coletados ap6s a morte dos
animais. Apds coleta, as amostras permaneceram congeladas no freezer -70°C

em RNA Later (Ambion) até o momento da extracado de RNA.

II.Il Protocolo de transferéncia nuclear de célula somatica

Para a transferéncia nuclear de célula somatica (SCNT) foram utilizados
odcitos de vacas cicladas, no qual os oécitos foram coletados por aspiracao
folicular guiada por ultrassom (OPU). Apés coleta, os o0citos selecionados
foram maturados em uma incubadora de CO2 com temperatura e saturacao
controladas de 38.8°C, 5% de CO2e 20% de Oz, respectivamente. Os 00citos
maduros foram desnudados e 0s odcitos na fase de primeiro corpusculo polar
(maturacao) foram escolhidos e marcados com Hoechst — Bisbenzimide 33342.

Através do micromanipulador os odécitos foram enucleados e restaurados
com o nucleo de uma célula doadora obtida no banco de células do laboratorio
da GENEAL. Anterior a reconstrucao celular, o nucleo foi descongelado e
colocados em cultura com DMEM, soro fetal bovino e 10% de amicacina. Os
o0citos enucleados e as células doadoras de nucleo foram submetidos a
eletrofusao no equipamento BTX® seguido por ativagdo com ionomicina e 6-
DMAP. Apoés a reconstrugdo dos oocitos, esses foram colocados em cultura
com meio de oviduto sintético suplementado com aminoacidos essenciais e nao
essenciais, glicose, antibioticos (SOFaaci), sob o6leo mineral em uma
incubadora a 38.8°C, com 5% de CO2 e 20% de Oo..
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Os embrides formados foram selecionados, classificados e armazenados
apos sete dias de cultura. Logo apds, as vacas receptoras foram escolhidas e
submetidas a transferéncia transcervical dos embriées. Apds 30 a 35 dias de
gestacao, a prenhez foi avaliada por ultrassonografia transretal. A cada més de
gestacdo as vacas eram examinadas para acompanhamento fetal e
desenvolvimento placentério. Todo o acompanhamento foi realizado por uma
equipe de veterinarios da GENEAL, que utilizaram o melhor procedimento para

cada caso.

[lLIl Analise da presenca de transcritos na regido homdloga
de MESTIT1 bovino utilizando bancos de dados de RNA-seq publicos.

Dados de sequenciamento de ultima geracdo de RNA-seq de tecidos
bovinos foram obtidos do banco de dados de SRA
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SRA). Foram utilizados dados de cérebro (SRR594473,
SRR594482 e SRR594491), coracdo (SRR594484 e SRR594493) e figado
(SRR594477, SRR594486 e SRR594495) (MERKIN et al., 2012); embrides in
vivo (SRR2927479, SRR2927480, SRR2927483, SRR2927484 e
SRR2927486) (HERAS et al., 2016) e; espermatozoides (SRR578271) (arquivo
SRA submetido pela UNIVERSITY OF RHODE ISLAND correspondente a
sequenciamento de um pool de espermatozoides de 9 touros). Os arquivos
SRA foram convertidos em FASTQ utilizando o pacote SRA Toolkit
(https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?cmd=show&f=software&m=s
oftware&s=software), e alinhados contra 0 genoma  bovino
(BaylorBtau_4.6.1/bosTau?7) utilizando o software bowtie2 (LANGMEAD et al.,
2009).

A partir dos arquivos de alinhamento em formato SAM (Sequence
Alignment Map) gerados, a presenca de transcricdo na regido bovina homdloga
ao gene MESTIT1 em humanos foi realizada utilizando o software SegMonk
versao 1.40.1.

Como o transcrito de MESTIT1 humano sobrepbe-se a CGl-shores a
jusante e a montante da CGI-66 e CGI-177, respectivamente, foi utilizada a
ferramenta View (in other genomes) - UCSC genome browser para identificagéo

dessa regido homéloga em bovinos. Utilizando a ferramenta probe generator
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do software Segmonk 1.40.1, foram definidas como probes regides -2k a
montante das CGI homdlogas (CGI-37 e CGI-119) no genoma bovino (Baylor
Btau_4.6.1/bosTau7). Essas probes permitiram avaliar a presenca de

transcritos na regiao homéloga bovina onde MESTIT1 deveria estar localizado.

[I.IV Desenho dos “primers”

Os primers para identificacdo do MESTIT1 foram desenhados através
do GeneRunner 5.0.37 beta. A sequéncia genbmica na espécie bovina
(chr4:95,065,428-95,079,873; assembly ID: bosTau7) para o desenho dos
primers foi obtida apds avaliacdo da regido homoéloga no genoma humano do
loci MESTIT1 (chr7:130,126,898-130,131,013; assembly ID: hg19) no banco de

dados UCSC genome browser (http://genome.ucsc.edu/).

1.V Extragcdo de RNA

As amostras de RNA dos tecidos de figado dos clones e de figado e
cérebro dos animais naturais foram extraidos através do protocolo de Trizol
(Invitrogen®). Para tal, um fragmento de tecido (aproximadamente 0.3 — 0.5 cm)
foram coletados utilizando 1aminas de bisturi estéreis. As amostras coletadas
foram maceradas em um tubos de 1.5mL sendo adicionado 1mL de Trizol para
cada amostra. Para cada 1mL de Trizol foram adicionados 200uL de cloroférmio,
sendo misturados por inversao e deixados em temperatura ambiente (15-30°C)
por 3 minutos.

Posterior a isso, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min
(centrifuga refrigerada — 2-8°C), onde ocorreu a separacao da fase aquosa e
organica. A fase aquosa (aproximadamente 300uL) foi transferida para um novo
tubo estéril e adicionado 500uL de isopropanol. Novamente as amostras foram
misturadas por inversado e permaneceram em temperatura ambiente (15-30°C)
por 10 minutos. Logo apds, as amostras foram centrifugadas (2-8°C) por 10
minutos a 12.000 x g. Todo o material sobrenadante apos a centrifugacao foi
descartado por inverséo do tubo. Ao pellet das amostras foram adicionados 1mL
de etanol 75%, vortexado por 10 segundos para suspensdo da amostra e
centrifugado por 5 minutos a 7.500 x g. Mais uma vez o sobrenadante foi
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descartado por inversdo. O material ficou secando em temperatura ambiente
sobre papel filtro por 15 minutos. Apos isso, foram adicionados 30uL de agua
milli-Q. As amostras de RNA extraidas foram quantificadas através da leitura em

espectrofotometro (NanoDrop2000).

[I.VI Transcricao reversa fita especifica e PCR quantitativo (RT-gPCR)

Aproximadamente 600-800ng de RNA total foram submetidos a
transcricao reversa. O RNA total passou por um ensaio de digestdo com DNase
| (1U) por 10 minutos a 37°C para eliminacdo de qualquer resquicio de DNA
gendmico nas amostras. Em seguida, o EDTA (25mM) foi utilizado para inativar
a DNase |, por 15 minutos a 75°C. Para conversdo da fita especifica do
transcrito MESTIT1, foram utilizados 1pL do primer sense original do MESTIT1
(100mM), sendo esse adicionado nas amostras apés reacdo com EDTA e
submetidos a reacgdo de 5 minutos por 65°C e 1 minuto no gelo para anelamento
do primer na amostra. Por fim, a transcrigcdo reversa foi realizada utilizando High
Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems®) conforme
instrucdes do fabricante. As condi¢des de ciclagem para a transcricdo reversa
foram: 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 segundos.

[I.VIl Reacdo de Cadeia de Polimerase — PCR

Apés a transcricao reversa fita especifica, os cDNAs passaram por PCR
para amplificacdo da sequéncia do MESTIT1. As amostras de cada cDNA
foram diluidas na proporc¢éo 1:5 (v:v) em ddH20, sendo utilizados 2uL de cDNA
por reacdo. A PCR foi realizada em um volume final de 10uL [5,85uL ddH20;
1,0uL 10x RT-Buffer; 150mM de cada primer (sense e antisense); 100mM dNTP
(25mM cada); 1.5mM de MgClz; 0.25U de Unitaqg50 DNA Polimerase
(Uniscience); 2,0uL de cDNA). Foram utilizados os primers do MESTIT1 e 3-
actina (como controle — housekeeping). O primers utilizados para o gene
MESTIT1 foram: sense: 5-AACTAGGGTCTCAAACTGGG-3’ e antisense 3’-
CACAGATAGCAGCATTCCCT-5; e para o p-actina: sense: 5'-
GGCACCCAGCACAATGAAG-3 e antisense: 3-CGCAGCTAACAGTCCGCC-
5.
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As condicdes de ciclagem foram: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com
extensdo final de 72°C por 10 minutos. Apos PCR, as amostras amplificadas
foram submetidas a gel de acrilamida 10% e corados com nitrato de prata

(0.02%) para verificacdo da presenca dos transcritos.

[1.VIIl Real Time PCR - Quantitative PCR (qPCR)

A deteccdo de transcritos de na regido homoéloga de MESTIT1 em
bovinos foi realizada por transcricao reversa seguida de PCR quantitativo (RT-
gPCR). As quantificacdo relativa de transcritos de cada amostra foram
calculadas segundo a formula 2-AACY (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 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 condigdes de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C
por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. Toda distribuicdo das aliquotas de mixe
amostras do gPCR foi realizada utilizando um micropitetador eletrdnico
monocanal da marca Gilson. As curvas de dissociagao foram obtidas seguindo
os ciclos. Cada reacéo foi feita em duplicata.
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lll. Resultados
[ll.I Andlise in silico da presenca de transcritos na regido homadloga
do gene MESTIT1 humano em bovinos

A andlise dos dados de RNA-seq de gametas, embribes e tecidos
somaticos de bovinos identificaram a presenca de transcritos na regido
homologa do gene MESTIT1 humano no genoma bovino (Figure 1C). A regiao
analisada faz parte da shore associada a CGI-119 em bovinos (Figura 1B). A
regido homologa a essa shore em humanos é parte da regido que codifica o

éxon 2 do gene MESTIT1 em humanos (figure 1A).
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Figura 1. Representacdo grafica da regido do loci PEG1. (A) em humanos; (B)

bovinos; e (C) presenca de MESTIT1 e da sua regido homéloga em bovinos (dados
retirados UCSC genome browser).
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[1I.11 Deteccéo de transcritos MESTIT1 bovino

Apos amplificacdo da sequéncia génica do MESTIT1 bovino, foi possivel
detectar a presenca do transcrito em uma amostra de figado em um clone
gerado por transferéncia nuclear. A mesma amostra amplificou a sequéncia do
gene controle (housekeeping) B-actina (Figura 2). Em uma segunda amostra
de figado analisada (clone C2) ndo foi possivel detectar a presenca do
MESTIT1. Contudo, a mesma amostra ndo apresentou amplificacdo para o
housekeeping, o que demonstra uma falha na PCR. Ambos os controles da
reacdo ndo amplificaram (Figura 2). Esse é o primeiro relato na literatura da
possivel transcricdo do MESTIT1 em clone bovino gerado por reproducao

assistida.

L100 A3 C2 C L100 A3 C2 C

MESTIT1
B-ACTINA

Figura 2. Avaliacdo de presenca de transcritos MESTIT1 em amostras de figado
de clones. Primeira quadrante representa amostras de figado dos clones com o primer
MESTIT1 (L100: ladder 100pb; A3 e C2: clones; C: controle da PCR). Segundo
qguadrante representa as amostras de figados dos clones com o primer B-actina (L100:
ladder 100pb; A3 e C2: clones; C: controle da PCR). Amplicons: MESTIT1 — 210pb; B-
actina — 186pb

O nivel de transcricdo de MESTIT1 também foi analisada em tecidos de
animais concebidos naturalmente. Amostras de cérebro e figado foram
utilizadas para analise, sendo observado um nivel de 3.335 (SD +5.366) e
0.3375 (SD%0.3576) de transcricdo do antisense MESTIT1. A expressao de
MESTIT1 variou até 10 vezes entre amostras do mesmo tecido, sendo uma
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maior abundancia relativa de transcritos detectada em tecido cerebral (Figura

3).

MESTIT1

Z-AA Ct

Figura 3. Médias dos resultados de RT-qPCR (224 para o gene MESTITL.
MESTIT1 (Cérebro = 3.335, SD £5.366; Figado = 0.3375, £0.3576).
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IV. Discussao

O transcrito antisense MESTIT1, um ncRNA, foi primeiro detectado em
humano sendo sugerida uma funcédo reguladora do gene PEG1. No entanto,
nenhuma caracterizacdo molecular foi feita nos dltimos 15 anos
(NAKABAYASHI et al., 2002). Um outro indicio da presenca e fungcdo do
MESTIT1 surgiu da identificacdo de transcritos em amostras de testiculos e em
espermatozoides maduros em humanos (LI et al.,, 2002). Esses autores
sugerem que esse transcrito possa participar de eventos de fertilizacdo em
mamiferos.

Em bovinos a identificacdo do MESTIT1 ainda néo foi realizada. Através
de dados obtidos por RNA-seq e do UCSC genome browser, observou que a
sequéncia da shore associada a CGI-119 no loci PEG1 bovino era homdloga
ao gene MESTIT1 humano (NAKABAYASHI et al., 2002). Portanto no presente
estudo, foi utilizado um par de primers associado a CGl-shore do gene PEG1
para identificagéo do transcrito MESTIT1. De forma similar ao gene PEG1, o
MESTIT1 também é paternalmente expresso em humanos e ja foi observado
gue em ambientes in vitro se torna instavel (KIM et al., 2007; MEYER,;
WOLLMANN; EGGERMANN, 2003; NAKABAYASHI et al., 2002; YAMADA et
al., 2004).

Através da andlise de dados publicos de RNA-seq foi possivel identificar
transcricdo na regido homologa do MESTIT1 humano em diferentes tecidos
bovinos (figado, cérebro, coracdo e espermatozoide), assim como em embrides
femininos e masculinos. Esses dados de transcricdo sdo semelhantes aos
observados pelos Unicos estudos do gene MESTIT1 em humanos (LI et al.,
2002; NAKABAYASHI et al., 2002)

Com base nos nossos resultados, foi encontrado transcricdo na regiao
homéloga de MESTIT1 em amostras de cérebro e figado em animais
concebidos naturalmente, e uma possivel transcricdo em amostra de figado de
clone bovino. Embora a maior transcricdo do gene MESTIT1 seja em tecidos
espermaticos e testicular, outros autores também identificaram MESTIT1 em
outros tecidos somaticos (LI et al., 2002; NAKABAYASHI et al., 2002).
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Esses dados sao as primeiras deteccdes do gene MESTIT1 em bovinos
na literatura cientifica. Maiores investigacbes sdo necessarias para validar a

presenca de transcritos MESTIT1 nos clones gerados por transferéncia nuclear.
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V. Conclusao

e Os dados de andlise de transcricAo qualitativa e quantitativa
demonstram que ha presenca do gene MESTIT1 em tecidos somaticos de
bovinos concebidos naturalmente e por transferéncia nuclear,

e A deteccdo da transcricdo da regido homologa humana do gene
MESTIT1 nos tecidos no banco de dados de RNA-seq € um indicativo da
presenca desse transcrito antisense em bovinos.

e Essa é a primeira identificagdo de transcritos em tecidos sométicos em
bovinos concebidos naturalmente e de reproducgéo assistida, o que demonstra
gue a sequéncia do gene MESTIT1 é conservada entre as espécies humana e
bovina;

e Maiores estudos deveréo ser feitos para a caracterizagcdo desse gene

em bovinos.
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CONCLUSAO GERAL

e Em bovinos, a SCNT estd associada a ocorréncia de alteracbes
epigenéticas em um padrao multilocus;

e A heterogeneidade dessas alteracbes epigenéticas se mostram no
padrdao de GOM e LOM em uma mesma DMR e nos perfis tecidos especificos
de epimutacoes;

¢ A heterogeneidade da ocorréncia das alteracdes de metilacdo do DNA
em animais geneticamente idénticos ressalta a natureza epigenética dos
eventos de GOM e LOM observados;

e A ocorréncia tecido especifica sugere que 0s eventos possam ocorrer
em periodos mais avancados do desenvolvimento, apés a formacdo das
folhetos germinativos;

¢ A caracterizacao de novos transcritos, como o ncRNA MESTIT1, em loci
regulados por imprinting pode auxiliar na elucidacdo desse mecanismo entre
diferentes espécies e, na origem das epimutacfes decorrentes da exposicao a
protocolos de ARTS;

e Embora alguns loci de genes de imprinting, como a H19, KCNQ1OT1 e
PEG1 apresentaram alteracdo em pelo menos um tecidos analisado, outras
investigacdes sao necessarias para tentar associar a ocorréncia de LOI nesses
loci com as caracteristicas clinicas observadas nos clones de transferéncia
nuclear;

e Os resultados do presente estudo reforcam a utilizacdo do modelo
bovino, como comparativo para estudos de IDs em humanos, em especial as
decorrentes de tecnologias que manipulam gametas e embrides in vivo;

e A soma dos resultados reforca a necessidade de mais estudos para
elucidacao dos mecanismos que levam a metilagcdo do DNA anormal que ocorre
nos clones gerados por SCNT. Novos achados poderéo fornecer informacoes
sobre como melhorar a eficiéncia dessa tecnologia e consequentemente

aumentar a taxa de sobrevida desses animais.
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