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RESUMO

PERFIL DE METILACAO DO EXON 1 DO GENE XIST EM CELULAS DA
LINHAGEM ESPERMATOGENICA DE BOVINOS

Rosana Camargo Nishimura', Margot Alves Nunes Dode'”
'Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria — UnB, DF, 2Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia

Embrides de mamiferos sofrem duas ondas de reprogramacio, uma no zigoto,
onde os genomas maternos e paternos sdo desmetilados e em seguida metilados de novo, e
outra nas células germinativas primordiais. Acredita-se que a metilacdo de novo nas células
germinativas masculinas esteja estabelecida ainda antes do nascimento, no entanto, como e
quando esse processo ocorre em bovinos ainda ndo foi estabelecido. Sendo assim, este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar se hd reprogramacdo epigenética
durante a espermatogénese através da avaliacdo do perfil de metilagdo da regido do éxon 1 do
gene XIST em diferentes células espermaticas. Foram utilizados espermatdcitos, espermatides
alongadas e espermatozdides da cabega e cauda do epididimo coletados de testiculos obtidos
em abatedouro. As células coletadas tiveram o seu DNA extraido e em seguida tratado com
bissulfito de s6dio. O DNA tratado foi amplificado através de PCR nested, e o produto
amplificado foi inserido em um vetor e clonado em bactérias. O DNA plasmidial foi extraido

e sequenciado. As sequéncias do experimento foram comparadas com a sequéncia do gene
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XIST depositada no GenBank, e aquelas que apresentaram taxa de conversao do bissulfito de
s6dio >95% e homologia >97% com a sequéncia do GenBank foram utilizadas. Para a
comparagdo do nivel de metilagdo entre os grupos foram utilizados os testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney, com nivel de significancia de P<0,05. O grupo dos espermatdcitos,
espermdtides alongadas, espermatozdides de cauda e cabeca de epididimo apresentaram
15,70%+14,54, 1,96%+1,96, 74,09%+6,78 e 45,09%+20,19 de metilacdo, respectivamente,
sendo que o grupo da cabeca de epididimo apresentou-se mais metilado do que os grupos
espermatdcitos e espermatides alongadas (P<0,01). Quando foram formados e comparados
dois grupos, um com espermatdcitos e espermatides alongadas, e outro com espermatozoides
de cabeca e cauda de epididimo, a andlise mostrou haver diferenca entre eles (P<0,01) com
relacdo a percentagem de metilagdo. Os resultados sugerem que a reprogramacao epigenética

em bovinos ainda estd ocorrendo durante a formag@o do espermatozoéide.

Palavras chave: 1. Reprogramagdo Epigenética. 2. Espermatogénese. 3. Bissulfito de Sédio. 4.
Bovino.
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ABSTRACT

METILATION PROFILE OF XIST GENE EXON 1IN BOVINE
SPERMATOGENIC CELLS

Rosana Camargo Nishimura', Margot Alves Nunes Dode'”
'School of Agronomy and Veterinary Medicine — UnB, DF, *Embrapa Genetic

Resources and Biotechnology

Mammalian embryos undergo two waves of genome reprogramming, the first
in the zygote, when paternal and maternal genomes are demethylated and, just after, re-
methylated, and the second in the primordial germ cells. It is believed that re-methylation is
reestablished in male germ cells before birth, however, it is not clear when and how this
process occurs in bovine. Thus, this work aimed to verify if there is epigenetic
reprogramming during spermatogenesis through the evaluation of the methylation profile of
XIST gene exon 1 in different spermatogenic cells. Spermatocytes, elongated spermatids and
spermatozoa from epididymis head and tail were collected from bovine testes obtained from a
slaughterhouse. The collected cells had their DNA extracted and treated with bisulfite. The
treated DNA was amplified through nested PCR, and the product was inserted on a vector and
cloned in bacteria. The plasmidial DNA was extracted and sequenced. The sequences of the
experiment were compared with the sequence of gene XIST from the GenBank and those that
presented bisulfite conversion rate of >95% and homology of >97% with the sequence from
GenBank were utilized. To compare the methylation level between the groups Kruskal-Wallis

and Mann-Whitney tests were used, with significance level of P<0.05. The spermatocytes,
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elongated spermatids and spermatozoa from epididymis head and tail groups presented
15.70%+14.54, 1.96%+1.96, 74.09%+6.78 and 45.09%%20.19 of methylation respectively.
The epididymis head group was more methylated then spermatocytes and elongated
spermatids groups (P<0.01). When arranged in two groups, one with spermatocytes and
elongated spermatids, and another with epididymids spermatozoa, and compared, it was
observed that the methylation level was different (P<0.01) between them. These results

suggest that epigenetic reprogramming is still occurring during spermatozoa formation.

Keywords: 1. Epigenetic Reprogramming. 2. Spermatogenesis. 3. Bisulfite. 4. Cattle.
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1. INTRODUCAO

A epigenética é a uma drea da genética relativamente recente, e tem como alvo
os mecanismos de regulagdo génica ndo baseados na sequéncia priméria do DNA e que sdo
herdaveis (Reik, 2007). Os mecanismos epigenéticos participam da formacgdo de eucromatina
e heterocromatina, bem como no silenciamento de genes e at€é mesmo cromossomo (Wutz,
2011).

Durante o desenvolvimento inicial do embrido, o genoma sofre duas grandes
reprogramagdes. Uma que acontece logo apds a fecundacdo, onde os genomas paterno e
materno sdo desprogramados e logo em seguida programados novamente (Oswald et al.,
2000; Wossidlo et al., 2010), permitindo a formagéo de células totipotentes, que dardo origem
a todos os outros tipos celulares do individuo em formacdo (Surani et al., 2007). A outra
reprogramacgdo acontece nas células germinativas primordiais, que dardo origem a linhagem
germinativa (Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005). Neste momento, as marcas de genes
imprinted e ndo imprinted sdo retiradas e substituidas por outras, de acordo com o sexo do
embrido (Hajkova, 2011).

Atualmente sabe-se que as marcas epigenéticas sdo passiveis de alteragdes
causadas por influéncia do ambiente, diferentemente da sequéncia contida no DNA (Whitelaw
& Whitelaw, 2008). Sabe-se que a exposi¢do a alguns tipos de substancia, a dieta, aplicacdo
de hormonios, podem alterar o padrio epigenético, e em alguns casos levar ao surgimento de
cancer (Weidman et al., 2007) e infertilidade (Rajender et al., 2011). Acreditava-se que esses
“erros” no epigenoma nao fossem transmitidos as geracdes seguintes, ja que, ao passar pelos
ciclos de reprogramagfo, essas anormalidades poderiam ser corrigidas. Contudo, existem
relatos demonstrando que essas alteragdes podem sim ser transmitidas e ainda persistirem por

pelo menos trés geracdes seguintes (Anway et al., 2005).



Durante o momento da reprogramagdo o genoma estd mais suscetivel as
influéncias ambientais, ja que naturalmente esse é um periodo em que marcas estdo sendo
retiradas e adicionadas. Portanto, é muito importante que nessa fase se tenha as condicdes
mais adequadas para que a reprogramacio ocorra corretamente (Lin et al., 2008; Shen et al.,
2012).

As informagdes a respeito da reprogramagdo nas células germinativas sdo
basicamente oriundas de estudos em camundongos. Dados da literatura afirmam que o inicio e
o final da reprogramacdo em machos se ddo ainda durante a vida fetal e, portanto, ao nascer
esse processo jd estaria pronto (Reik et al., 2001; Faulk & Dolinoy, 2011). No entanto,
estudos com camundongos (Oakes et al., 2007) e humanos (Marques et al., 2011)
demonstraram que alguns genes teriam uma reprogramacio mais tardia, acontecendo somente
apos a puberdade, durante a espermatogénese.

O fato de ainda haver reprogramacio durante a espermatogénese sugere que a
maior suscetibilidade a alteracdes epigenéticas das células espermaticas, que ocorreria,
principalmente durante a vida fetal, passa também a ocorrer continuamente apds a puberdade.
Isso, além de aumentar as possibilidades de ocorréncia de alteragdes, cria a possibilidade de
manipular fatores ambientais para alterar o fendtipo das geracdes futuras. Portanto, esse tipo
de informagdo € importante ndo s6 como conhecimento bdsico, mas também por possibilitar o
desenvolvimento de ferramentas, tais como o uso de dietas especificas, que possam contribuir
para que a reprogramacdo ocorra de maneira correta. Entretanto, para que esse conhecimento
possa ser utilizado é necessario saber em que momento o padrido epigenético é estabelecido.
Apesar de ja estudado em algumas espécies, até o momento nenhum relato foi encontrado
sobre esse evento em espermatozdides da espécie bovina, que tem uma grande importancia
econdmica para o pais.

Sendo assim, este trabalho buscou verificar se assim como em camundongos e
humanos, a reprogramacdo também acontece em bovinos adultos. Para isso foi feita a
avaliag¢@o do perfil de metilacdo do gene XIST durante a espermatogénese, usando diferentes

células espermaticas.



2. OBJETIVO

Verificar se ha reprogramacio epigenética durante a espermatogénese através da
avaliacdo do perfil de metilagdo da regido do éxon 1 do gene XIST em espermatdcitos,

espermadtides alongadas e espermatozoéides de cabeca e cauda de epididimo de bovinos.



3. REVISAO BIBLIGRAFICA

3.1. Espermatogénese

A espermatogénese compreende o processo de transformacgdo das células
germinativas primordiais (CGP), pouco diferenciadas, em espermatozdides, células altamente
especializadas e hapldides. Esse processo comeca durante o desenvolvimento inicial do
embrido, com a formacdo das células germinativas primordiais no epitélio do endoderma
dorsal do saco vitelinico, na regido préxima ao alantéide ainda em desenvolvimento. Elas se
deslocam até as cristas genitais, e durante esta migragdo hd uma intensa proliferacdo mitética,
aumentando consideravelmente o nimero de células. Apds a chegada nas cristas genitais as
CGP passam a ser chamadas gonias (ovogOnia, no caso das fémeas, e pré-espermatogodnias ou
gondcitos, no caso dos machos). Enquanto a gonada ainda estd indiferenciada, ¢ composta por
células mesenquimais, germinativas, células derivadas dos mesonefros e células originadas do
epitélio celdmico. No momento da diferenciacio sexual do macho, corddes sexuais primarios
comecam a se desenvolver da parte central para a periferia do testiculo. Estes corddes
continuam se proliferando e penetram na medula formando os corddes seminiferos, que
contem espermatogdnias e células somadticas (células de Sertoli). O crescimento dos testiculos
a partir deste momento € dependente da proliferacdo das células que ja estdo presentes na
gbnada. A diferenciacdo morfolégica dos testiculos é acompanhada por um aumento rapido da
capacidade de sintese de esterdides, particularmente a testosterona (Austin & Short, 1993).

Os gondcitos, apds o povoamento da crista genital, permanecem inativos no

centro dos corddes seminiferos (que formarao os tiibulos seminiferos) até um pouco antes da



puberdade. Neste periodo, eles migram por entre as células de Sertoli até alcangar o tecido
limite do tdbulo e, entdo inicia-se uma nova multiplicacdo mitdtica. Uma vez que essas
divisdes se reiniciam, os gondcitos passam a ser chamados espermatogOnias. Estas sdo
classificadas em tipo A, intermedidrias e B, sendo que as células A ainda sdo subdivididas em
Ao, A, Ay, Az e Ay. As células Ag fazem mitose com duas finalidades, uma para formar novas
Ay, e outra para dar continuidade as divisdes sincronizadas de A;, A, Az e Ay, intermedidrias
e B (Austin & Short, 1993). Pode-se dizer que o tipo intermedidrio é a primeira célula
comprometida, que ird seguir a diferenciacio até espermatozdide (Gilbert, 2003). Em bovinos
é possivel a identifica¢do de espermatogdnias A0, Al, A2, A3, intermediérias, B1 e B2 (Barth
& Oko, 1989). Logo apds a tdltima divisdo mitdtica da espermatogdnia B, suas células filhas
continuam unidas por pontes citoplasmaticas, sdo tetrapldides e chamadas de espermatdcitos
primdrios. Estas entrardo em meiose (Figura 1.1), e apds a primeira divisdo meidtica sdo
formados os espermatdcitos secunddrios, que por sua vez sofrem uma segunda divisdo,
formando as espermatides. Estas sdo células hapléides, e continuam interligadas por pontes
citoplasmaticas. A medida que as divisdes vdo acontecendo, as células se distanciam cada vez
mais da membrana basal e se aproximam do limen do tibulo seminifero (Austin & Short,

1993).
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Figura 1.1. Representacdo esquemadtica das mudancas que ocorrem durante as divisdes
meidticas envolvendo os espermatdcitos primarios e secundérios (adaptado de Knobil &

Neill, 2006).

Na primeira divisdo meidtica, durante a préfase I, os cromossomos duplicados
se alinham com seus homdlogos e o crossing over acontece. Este € um evento que aumenta a
variabilidade genética, pois recombina o material genético paterno e materno (Knobil &
Neills, 2006). Também neste momento, especificamente no paquiteno, ocorre o silenciamento
génico dos cromossomos sexuais pela inativacdo meidtica dos cromossomos sexuais (IMCS).
Isto acontece somente na gametogénese de animais que possuem OS Cromossomos sexuais
diferentes e, portanto o pareamento nao € completo (Turner, 2007). Neste processo, a parte do
cromossomo X que ndo estd pareada com o cromossomo Y é coberta por uma proteina
supressora de tumor BRCAI1 (Breast cancer 1), que recruta a quinase ATR (Araxia
telangiectasia and Rad3 related) que, por sua vez, fosforila a histona H2AX na serina 139
(YH2AX). O actimulo da YH2AX é um importante sinal para o desencadeamento da IMCS
(Turner et al., 2004), cuja consequéncia € a inativacdo do cromossomo X. Estudos indicam
que os cromossomos X e Y sdo transcricionalmente ativos durante as divisdes mitéticas e em

estagios iniciais da meiose, mas se tornam transcricionalmente reprimidos a partir do estigio



de paquiteno até o final da espermatogé€nese (Turner, 2007). Existe a hipétese de que a IMCS
desempenhe uma funcio no estabelecimento do silenciamento do cromossomo X de heranga
paterna, processo onde o cromossomo X herdado do pai torna-se inativo em embrides em
desenvolvimento inicial (Huynh & Lee, 2003).

Apoés as divisdes meidticas, a espermdtide redonda passa por uma intensa
remodelacdo para dar origem ao espermatozdide. Esse processo € chamado de
espermiogénese e pode ser dividido em quatro fases distintas: golgi, capuchdo, acrossoma e
maturacdo. A fase de golgi compreende o periodo da formagdo da espermaétide redonda até a
formacdo de um granulo acrossdmico esférico associado a membrana nuclear. Na fase de
capuchdo o acrossoma estd sendo formado. Em seguida, na fase de acrossoma, a espermatide
passa por transformacdes morfolégicas maiores, como a condensa¢do, alongamento e
remodelamento. Na fase de maturagdo as espermdtides completam a sua diferenciagdo e este é
um periodo extremamente complexo, que inclui a formacdo final do flagelo, do colo,
condensac¢do e modelacdo do nucleo (Barth & Oko, 1989).

Algumas células da linhagem espermatogénica de bovinos foram descritas por
Martins (2001) quando dissociadas do tecido testicular, tendo como pardmetro o didmetro
celular e a propor¢do nicleo-citoplasma. Os espermatdcitos primarios possuem didmetro
>22um, ja os secundarios apresentam uma forma cilindrica, didmetro médio de 16,4um e
proporcao nucleo-citoplasma de 1:1,5. As espermatides redondas apresentam didmetro de 7,6-
13,4um e proporcdo ndcleo-citoplasma de 1:2, enquanto as em alongamento tem seu tamanho
entre 7,5-12,5um, relacdo nucleo-citoplasma de 1:3 e uma visivel protuberdncia em um de
seus lados. As espermdtides alongadas por sua vez, apresentam semelhanca com os
espermatozoéides, sendo que seu didmetro varia entre 5.5-6.7um. Goto e colaboradores (1996)
também caracterizaram o didmetro de algumas dessas células, sendo que os espermatdcitos
primérios s@o células que apresentam didmetro >20um, enquanto as espermdtides redondas,
menores, apresentam didmetro variando de 9-11um, um nicleo redondo e presenga do
granulo acrossdmico proximo ao niicleo.

No que se refere a condensacido do niucleo espermético, inicialmente o DNA
estd envolto em octameros de histonas formados por duas moléculas de H2A, H2B H3 e H4.
Estas proteinas sdo trocadas por histonas variantes, especificas de testiculo. Em seguida, sdo
trocadas novamente por proteinas de transicdo, e por fim, ocorre a troca por protaminas,
fazendo com que a cromatina fique altamente compactada (Knobil & Neill, 2006).

Por fim, os espermatozéides formados sdo liberados na luz dos tibulos

seminiferos (espermiacdo) e sdo levados para fora do testiculo através de movimentos de



cilios e contragcdes das paredes da rete-testis e dos ductos eferentes, chegando ao epididimo.
Este € um ducto tnico, longo e enovelado, que pode ser morfologicamente dividido em trés
partes: cabecga, corpo e cauda, embora ndo existam limites definidos entre as partes (Austin &
Short, 1993). Durante a passagem dos espermatozdides pelo epididimo acontecem mudancas
significantes na maturacdo da célula, como aquisicdo da motilidade progressiva e da
capacidade fecundante, término da condensagdo do nucleo (através de pontes dissulfidicas),
seguida da modificacdo da forma do acrossoma, ligacdo de proteinas, alteracdes na superficie
da membrana plasmadtica, fagocitose de espermatozdides defeituosos, absor¢do de liquido e
consequente concentracdo e armazenamento do espermatozdides (Barth & Oko 1989).

Todo o processo da espermatogénese € regulado pela acdo de hormonios,
através do eixo hipotalamico-hipofisario-testicular, onde o hipotdlamo libera o hormodnio
liberador de gonadotrofina (GnRH), que estimula a secre¢cao dos hormonios luteinizante (LH)
e foliculo estimulante (FSH) pela adenohipodfise. O LH estimula as células de Leydig a
produzir testosterona. O FSH age sobre as células de Sertoli, fazendo com que haja a
produgdo de proteina ligadora de andrégeno (ABP), que se liga a testosterona, aumentando a
concentragdo deste hormoénio no interior dos tibulos seminiferos (Junqueira & Carneiro,

1999).

3.2. Reprogramacao epigenética

A epigenética se refere a mecanismos de regulagcdo da transcricdo génica que
ndo sdo baseados na alteragdo da sequéncia de DNA, e que sdo herddveis. Além da metilacio
de DNA, também s3o mecanismos epigenéticos as modificacdes de histonas (metilagdo,
acetilacdo fosforilag@o, ubiquitinag¢do, sumoilagdo, ADP-ribosilacdo, nitrilacdo, glicosilagdo),
RNAs pequenos ndo codantes, e proteinas ndo histonas que se ligam a cromatina (Li, 2002;
Egger et al., 2004).

As células e tecidos de organismos multicelulares adquirem uma programacao
diferenciada da expressdo de seus genes, fazendo com que, mesmo que tenham a mesma
sequéncia de DNA, tornem-se morfolégica e funcionalmente diferentes. Acredita-se que essa

diferenciacdo celular se deva principalmente a regulacdo epigenética (Li, 2002).
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As marcas epigenéticas se fixam quando as cé€lulas se diferenciam, no entanto,
algumas células passam por uma reprogramacio, onde as marcas epigenéticas sio retiradas e
em seguida, novas marcas sio estabelecidas (Surani, 2001).

O conjunto das modificagdes pés-transcricionais nas extremidades N-terminais
das histonas H2A, H2B, H3 e H4, é chamado de Cdédigo de Histonas. Estdo relacionadas ao
grau de compactagdo dos nucleossomos, podendo afetar a regulagdo génica (Griffiths et al.,
2009). A acetilagdo e a metilagdo (mono, di e trimetilacido) de lisinas sdo as modificacdes
mais estudadas, sendo que a histona acetilada corresponde a cromatina menos compactada,
onde a possibilidade de haver transcrigdo € maior (Lewin, 2009). A acetilacdo de histonas se
da através de enzimas histona acetil transferase (HAT), e a retirada, pelas enzimas histona
desacetilase (HDAC). A desacetilacdo juntamente com a metilagdo das histonas e do DNA
estd associada a repressdo da atividade génica (Li, 2002).

A metilacdo de DNA é um componente epigenético chave para estabelecer e
manter o estado de expressdo de um gene (Klose & Bird, 2006). Também possui um papel
importante na regulacdo de genes durante o desenvolvimento e estd envolvido em processos
como o imprinting gendmico, a inativacdo do cromossomo X, silenciamento de transposons e
a estabilidade das estruturas de teldmeros e centrdmeros. A metilagdo € uma ligacdo bastante
estavel e se da pela inser¢do de um grupo metil no carbono 5 de um dinucleotideo CpG. Este
processo € bastante importante na repressdo transcricional de genes, e tem sido relacionada ao
silenciamento génico de “retrotransposons parasitas” (Yoder et al., 1997) e a manutencdo da
integridade estrutural de cromossomos e a prevengdo de rearranjos dos mesmos. (Chen et al.,
1998).

O DNA ¢ metilado com a agdo de enzimas, formando entdo a 5-metilcitosina
(5mC). As mais conhecidas sdo a DNA metiltrasferase (DNMT) 1, a DNMT3A e a
DNMT3B. A DNMT1 é considerada uma enzima de manutencao de metilacdo, que mantém
os padrdes de metilagdo global durante a replicacdo. Sua ag@o ocorre preferencialmente em
citosinas de sequéncias CpG hemimetiladas (Li et al., 1992). As DNMT3A e 3B metilam
sequéncias CpG ndo metiladas, funcionando como de novo metiltransferases. Existe ainda a
DNMTS3L, que ndo possui atividade catalitica, mas recruta as DNMTs 3A e 3B reconhecendo
os nucleossomos que possuem a lisina 4 da histona H3 (H3K4) ndo metilada (Ooi et al.,
2007).

Em mamiferos, apds a fecundacdo, as marcas dos gametas s@o retiradas e
trocadas por outras que sdo especificas do desenvolvimento inicial de embrides,

possibilitando o estado de totipoténcia (Surani et al., 2007). A cromatina do espermatozdide é
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descondensada, as protaminas sdo substituidas por histonas presentes no ovécito e o ovdcito
por sua vez, finaliza a meiose. Os genomas maternos e paternos sao reprogramados, sendo
que o paterno sofre uma desmetilacdo mais rdpida que o materno (Oswald et al., 2000). Esta
diferenca acontece porque o pré-niicleo masculino sofre uma desmetilagdo ativa (Wossidlo et
al., 2010), sendo tal fendmeno ja verificado em diferentes espécies de mamiferos tais como
ratos, suinos e bovinos (revisto por Santos & Dean, 2004). J4 o pré-nucleo feminino é
desmetilado passivamente, onde a auséncia da DNMT1 no nicleo faz com que os niveis de
metilacdo diminuam a cada replicacdo (Rougier et al., 1998; Bestor, 2000). Embora a
metilacdo global do genoma diminua nesse periodo, algumas regides “escapam” da
desmetilacdo, como, por exemplo, as regides diferencialmente metiladas (DMRs) de genes

imprinted (Reik & Walter 2001) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Representacio do nivel de metilacdo na reprogramacido epigenética de

camundongo, onde a linha vermelha representa os genes nao imprinted do genoma materno, a
linha azul, os genes ndo imprinted do genoma paterno, e a linha preta os genes imprinted

(adaptado de Santos & Dean, 2004).

Apbs o periodo de desmetilacdo, inicia-se a metilacdo de novo, onde duas
linhagens celulares distintas terdo origem. Sdo formados a massa celular interna (MCI), que
dard origem a todos os tecidos do individuo adulto, e o trofoblasto, que dard origem aos
tecidos extraembrionarios. O nivel de metilacdo entre essas linhagens € diferente, sendo que a
MCI ¢ hipermetilada em relag@o aos tecidos extraembriondrios e placenta (Dean et al., 2001;

Santos et al., 2002), indicando a importancia da metilacdo na diferenciacdo das linhagens
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celulares (Santos et al., 2002). Em camundongos, a metilagdo de novo acontece no estagio de
blastocisto (Yang et al., 2007), enquanto em bovinos, este evento acontece no estagio de 8-16
células, juntamente com a ativagdo do genoma embriondrio (Dean et al., 2001).

Dentre os virios tipos celulares derivados da MCI estdo as CGPs. Nelas, a
reprogramacdo do epigenoma também acontece. No momento em que as CGPs sdo
especificadas, elas sdo epigenéticamente iguais as que estdo a sua volta e terdo um “destino
somdtico” (Seki et al., 2005). Por isso possuem um estado epigenético estdvel, estdo com o
DNA altamente metilado, com um cromossomo X inativado (no caso de fémeas), assim,
devem ser desprogramadas e receber novas marcas, possibilitando a formacdo de gametas
(Saitou et al.,, 2002). A linhagem de CGP inicia entdo uma sequéncia de eventos de
desprogramacgdo que terminard em um estado epigenético basal. Estes eventos acontecem
durante e apds a migracdo das células germinativas primordiais, havendo mudancas
epigenéticas globais na organizagdo da cromatina (Sasaki & Matsui, 2008). De acordo com
Seki e colaboradores (2005), a perda global de metilacdo se inicia na migragdo das CGPs; no
entanto, Popp e colaboradores (2010) afirmam que a maior parte dela acontece depois da
colonizacdo das gonadas e afeta entre 80% e 90% do genoma. O processo inclui a perda de
marcas epigenéticas que controlam a expressdo de genes somdticos e também de genes
imprinted.

Uma das consequéncias desta reprogramacio € a ativacdo do cromossomo X
das fémeas que até entdo estava inativo (Hayashi & Surani, 2009). Além da metilacdo de
DNA, também acontecem alteragdes nas marcas das histonas, como a perda da dimetilagdo da
lisina 9 da histona H3 (H3K9me?2) e o aumento da trimetilacdo da lisina 27 da histona H3
(H3K27me3) (Hajkova et al., 2008 ; Seki et al., 2005). Embora a H3K9me2 e a H3K27me3
sejam marcas associadas a repressdo transcricional, o aumento global da H3K27me3 e a
diminui¢do da H3K9me2 estabelece uma cromatina nas CGP semelhante a encontrada em
células tronco embriondrias (Surani et al., 2007).

Apos atingir o estado epigenético basal, os padroes de metilagdo do DNA sdo
restabelecidos de forma progressiva nas células germinativas. O momento exato e a extensao
ainda nao sio conhecidos, mas sabe-se que a metilagdo de novo é um evento importante para a
meiose. Por exemplo, caso os retrotransposons ndo sejam metilados de novo nas CGP (de
embrides machos ou fémeas) e sejam transcritos, a meiose € afetada e o alinhamento dos
cromossomos homdlogos ocorre de forma incorreta (Bourc’his & Bestor, 2004; De La Fuente
et al., 2006; Sasaki & Matsui, 2008). Modifica¢gdes nas histonas, como a metilacdo das lisinas

4 e 9 da histona H3 também sio importantes para que a meiose progrida, tendo também
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influéncia no pareamento dos cromossomos e a quebra do DNA para que ocorra o crossing
over durante a profase I (Sasaki & Matsui 2008). Além da metilagdo de novo ser importante
para a meiose, ela estabelece os padrdes epigenéticos para que as CGP tornem-se células
gaméticas e tenham as marcas imprinted necessarias que correspondam ao novo individuo.

Em fetos de camundongos machos, apds a diferenciagdo das CGPs em pré-
espermatogoOnias, as c€lulas param de se dividir por mitose, e restabelecem o padrio de
metilacdo, sendo que neste momento também sdo restabelecidas as marcas imprinted paternas
(Reik et al., 2001; Kota & Feil, 2010). Em fémeas, as CGPs se diferenciam em ovogonias
(Sadeu et al., 2006), e iniciam a meiose, sendo entdo denominados ovdcitos primarios. Estes
ficam retidos na préfase I da meiose, permanecendo neste estado até pouco antes da ovulacio
(Wang & Sun, 2007). O nivel de metilagdo s6 sera restabelecido durante o crescimento do
ovdcito, ja no individuo adulto (Kageyama et al., 2007), sendo o periodo de reprogramacio
muito maior na fémea.

No macho a gametogénese fica entdo retida, até a chegada da puberdade, onde
através de estimulos hormonais recomeca a proliferagdo mitdtica, seguida da meiose. Apds o
término da meiose, as espermatides passam por uma intensa reorganiza¢do. Um dos processos
mais significativos é a troca de grande quantidade de histonas por proteinas de transicdo, e,
em seguida, por protaminas. Algumas regides mantém as histonas e acredita-se que estas
regides sejam importantes para o inicio do desenvolvimento do embrido ou exercem alguma
funcdo no adulto (Hales et al., 2011).

Para que as histonas sejam substituidas, acredita-se que primeiramente elas
sejam trocadas por variantes, fazendo com que o nucleossomo seja menos estavel, seguido de
uma hiperacetilacdo global das histonas e por fim, uma competi¢do para a ligagdo no DNA
com proteinas de transi¢do e protaminas (Gaucher et al., 2010).

Células espermatogénicas meidticas e pds-meidticas trocam quase todas as
histonas canonicas (H2A, H2B, H3 e H4) por variantes, sendo que estas, em muitas espécies,
sdo expressas exclusivamente nas células germinativas masculinas (Gaucher et al., 2010).
Mesmo quando as histonas somadticas sdo expressas em células espermatogénicas, elas podem
se combinar com as variantes, como por exemplo, a H3.3 ou a H2A.Z, levando a uma
instabilidade do nucleossomo (Jin et al., 2009). A histona HIt, especifica dos testiculos,
também € menos eficiente na compactagdo da cromatina e possui menos afinidade pelo DNA
do nucleossomo e DNA livre (Godde & Ura, 2009). De acordo com Gaucher e colaboradores

(2010), € possivel que a incorporacdo das variantes das histonas com a capacidade de abrir a
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cromatina e formar nucleossomos instdveis esteja relacionada com a criacdo de locais
preferenciais para a retirada das histonas.

A hiperacetilagdo de histonas foi observada em espermatides alongadas de
varias espécies (Govin et al., 2004), e esta hiperacetilagdo acontece quando o DNA nio esta
sendo replicado nem transcrito, e parece que também esta ligada a substituicdo das histonas
(Hazzouri et al., 2000) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Representagfo das alteracdes nos nucleossomos durante a espermiogénese, onde
ha a troca das histonas candnicas por variantes, seguida de proteinas de transicdo, e por fim,

por protaminas (adaptado de Gaucher et al., 2010).

3.3. Gene XIST e inativacdo do cromossomo X

Em 1961, Mary Lyon sugeriu a hipétese de que como as fémeas de mamiferos
possuem dois cromossomos X, um deles deveria ser inativado para que houvesse uma
compensac¢do na dosagem dos genes ligados ao X de fémeas. Isso porque os machos possuem
apenas um cromossomo X e o dimorfismo dos cromossomos sexuais levaria a um desbalanco
entre os sexos heterogaméticos ¢ homogaméticos. Apesar de ja terem se passado 50 anos
desde a descoberta da inativagdo do cromossomo X (ICX) ainda se sabe pouco a respeito de

seus mecanismos moleculares.
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De acordo com Graves (1996) e Sharman (1971), mamiferos ancestrais teriam
resolvido o problema de dosagem génica inativando preferencialmente o X paterno (Xp) em
todas as células de fémeas. Os mamiferos ndo placentdrios, como 0s marsupiais, possuem
somente esta forma ancestral de compensacdo. J4 os mamiferos placentdrios desenvolveram
uma forma aleatdria de inativacdo, onde ambos os cromossomos X, paterno € materno, tem
chances iguais de serem inativados (Lyon, 1961).

A ICX € um evento epigenético, e é herdavel ao longo das divisdes celulares
(Lucifero et al., 2004). Nos eucariotos, a inativacao afeta aleatoriamente o cromossomo X de
origem paterna ou materna durante o inicio do desenvolvimento, mantendo este padrdo nas
células filhas, portanto os individuos adultos sdo mosaicos, com expressdo do cromossomo X
paterno ou materno (Heard & Disteche, 2006).

O fendmeno do silenciamento do cromossomo X em fémeas de mamiferos,
tanto o imprinted quanto o aleatdrio, € controlado por uma regido denominada centro de
inativagdo do cromossomo X (XIC) (Figura 1.5). Este centro determina qual o cromossomo
que serd inativado, sendo que antes da inativacdo, a expressdo de XIST (transcrito especifico
da inativacdo do X) pode ser detectada nos dois cromossomos, até que em um deles os
transcritos se acumulam, dando inicio a inativacio (Panning et al., 1997), e iniciando assim a
transcricdo monoalélica do XIST. Ao mesmo tempo, no outro cromossomo, inicia-se a
transcricdo do gene 7SIX, anti-sense de XIST, inibindo a transcri¢do de XIST, e mantendo o
cromossomo ativo (Casci, 2008). O RNA do gene XIST recobre o cromossomo que serd

inativado, em cis, dando inicio ao silenciamento (Penny et al., 1996).
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Figura 1.4: Localizagdo da regido XIC e de genes que fazem parte da regulacdo da

transcri¢do do gene XIST (Tian et al., 2010).

Em camundongos, a ICX imprinted se estabelece no embrido inicial e é
mantida na placenta, onde o Xp € preferencialmente inativado (Huynh & Lee, 2003; Okamoto
et al., 2004). Ja na MCI, o Xp é reativado (Okamoto et al., 2004), para em seguida acontecer a
inativac@o aleatdria. Existem duas teorias para a ICX imprinted, a hipétese da pré-inativagao e
a hipotese da inativacdo de novo. Na hipétese da pré-inativacdo o Xp ja estaria pré-inativado,
como consequéncia da IMCS durante a espermatogénese (Huynh & Lee, 2003). E possivel
que a IMCS seja responsiavel pela heranca da informacio epigenética através do
espermatozodide, j4 que modificagdes das histonas que acontecem durante a IMCS sdo
mantidas (Hammoud et al., 2009). Na hipdtese da inativagdo de novo, o Xp estaria inativo no
momento da fecundacgdo e, logo apds seria rapidamente reativado, permanecendo assim até o
estdgio de 4 células onde haveria entdo uma inativacdo de novo (Okamoto et al., 2004). O
processo de inativagdo para camundongos e bovinos é explicado na literatura por diferentes
modelos (Huynh & Lee, 2003; Okamoto et al., 2004; Ferreira et al., 2010). De acordo com
Ferreira e colaboradores (2010), em embrides bovinos produzidos in vitro os dois
cromossomos X podem estar ativos nos estdgios de 4, 8 e 16 células, e o Xp € inativado em
morula, sendo reativado em blastocisto expandido, provavelmente momento em que se dd a
inativagdo aleatdria.

A ICX se divide em duas fases, a primeira, em que o silenciamento génico é
estabelecido e a segunda, em que ocorre a manutencio, onde a expressdo do gene XIST ndo é
mais necessaria (Figura 1.5). Antes do inicio da transcricdo de XIST, os dois cromossomos X
se pareiam (Xu et al., 2006). Fatores como CTCF (fator ligante de CCCTC) e OCT4
(Octamer-binding transcription factor 4) afetam o pareamento e também o nimero de
cromossomos que serdo inativados (Xu et al.,, 2007). Masui e colaboradores (2011)
demonstraram que o pareamento ¢ um evento breve e acontece antes do aumento da

transcri¢do do XIST em um dos alelos. Em seguida, o nivel de transcritos de 7SIX diminui.
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Existe ainda uma outra regido dentro de XIC, a regido de pareamento do X, que pode regular
o pareamento dos cromossomos X (Sun et al., 2010).

Os fatores de pluripoténcia como OCT4, SOX2 (Sex determining region Y —
box2) e NANOG (Nanog homeobox) se ligam no primeiro intron do XIST, reprimindo a sua
expressdo (Donahoe et al., 2009). Além disso, estes fatores também controlam os niveis de
XIST ativando o TSIX (Navarro et al., 2010), sendo que OCT4 e REXI (Zinc finger protein 42
homolog) se ligam ao XITE, que € um enhancer do TSIX (Donahoe et al., 2009). Existem
evidéncias de que a transcricdo de TSIX, juntamente com a a¢@o inibitdria dos fatores de
pluripoténcia, coopera na manutencdo da repressdo de gene XIST em células tronco ndo
diferenciadas (Nesterova et al., 2011).

O gene TSIX, assim como o XIST, transcreve um RNA longo ndo codante. Ele
reprime em cis a trascricdo do XIST, recobrindo toda a sua unidade (Lee et al., 1999). A
transcricdo de 7SIX, assim como a de XIST, é verificada em ambos os cromossomos X, e
quando se dd o inicio da inativagdo, sua expressdo passa a ser monoalélica, sendo também e
estd associada a repressdo de XIST no cromossomo ativo (Lee et al., 1999). Foi demonstrado
que o TSIX inibe a expressdo de XIST no X ativo (Xa) bloqueando a ligacdo do complexo
RepA-PCR2, estabelecendo uma “cromatina repressiva” na regido 5’ do XIST, estimulando a
atividade da DNMT3a no promotor do XIST (Zhao et al., 2008; Sado et al., 2005). Esta regido
do promotor possui uma DMR (regido diferencialmente metilada), que estd no localizada
éxon 1, e auxilia no controle da expressio do XIST. A hipometilacdo desta regido estd
correlacionada a inativagdo do cromossomo X, enquanto a hipermetilacdo corresponde ao
padrdo que é encontrado no cromossomo ativo (Goto & Monk, 1998). A expressdo do TSIX
ndo se mantém durante toda a inativacgdo, e a repressdao do XIST no Xa € mantida com outros
mecanismos, incluindo a metilacio do DNA (Barr et al., 2007). Além de recrutar a metilacdo
do DNA, o TSIX também estd relacionado a modificacdes de histona como a H3K27me3
(trimetilacdo da lisina 27 da histona H3) préximo a regido promotora do XIST (Nesterova et
al., 2008). Ainda, o TSIX também pode estar envolvido na supressdo do XIST através do
recrutamento de iRNA (RNA de interferéncia). O transcrito de 7SIX é complementar ao de
XIST, e Ogawa e colaboradores (2008) demonstraram que XIST e TSIX formam um RNA
dupla fita que € processado em pequenos RNAs.

A regido Repeat-A estd dentro do gene XIST, na extremidade 5’ do gene. Esta
regido € essencial para o acimulo de XIST produzindo um transcrito ndo codante chamado
RepA (Zhao et al 2008). Acredita-se que os transcritos RepA aumentam a expressiao de XIST

através do recrutamento do PRC2 (polycomb repressive complex 2) e que o RNA TSIX
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estaria competindo com 0 RNA RepA pelo recrutamento de PRC2, impedindo a ativagio de
XIST (Zhao et al., 2008).

Existem ainda outros genes envolvidos na regulacio da expressdo de XIST. O
gene JPX € um regulador positivo de XIST. Ele também produz um transcrito longo e nio
codante, mas a sua acdo se dd em frans. Tian e colaboradores (2010) sugerem que os RNAs
de JPX e TSIX possuem atividades antagOnicas, com os dois RNAs agindo em vias paralelas
na regulacdo de XIST. O RNFI12 (ring finger protein, LIM domain interacting) também € um
regulador positivo do XIST. Este ¢ um gene ligado ao X, que codifica a proteina E3 ubiquitina
ligase (Jonkers et al., 2009), e estd fora da regido considerada XIC. Jonkers e colaboradores
(2009) verificaram que o nivel da proteina Rnfl2 aumenta no inicio da ICX. A
superexpressdo de Rnf12 induz a expressao ectdpica de XIST em células XY, mas a ativacio
de XIST em células XX ndo requer Rnf12 (Jonkers et al., 2009). Ainda sdo necessdrios mais
estudos para a compreensdo completa da funcdo do gene RNF12 na ICX. Existe ainda o fator
de transcricdo YY1 (Ying Yiang 1), que ajuda o RNA XIST a se ligar no Xi (Jeon & Lee,
2011).

Apés todos os eventos que levam ao recobrimento do cromossomo X pelo
RNA XIST, a inativacdo torna-se estivel e ndo mais dependente de XIST, no entanto, esta
parece ser uma molécula com varias fungdes, regulando ndo s6 o inicio do silenciamento
génico, mas também a reorganizagdo do cromossomo X, e possivelmente o recrutamento de
complexos modificadores da cromatina necessarios para estabelecer marcas epigenéticas da
inativagdo (Chow & Heard, 2009).

Ap6s o recobrimento do Xi pelo RNA XIST, varias modifica¢des de histona
associadas a eucromatina, como a H3K9ac (acetilagdo da lisina 9 da histona H3), H3K4me?2
(dimetilacdo da lisina 4 da histona H3), H3K4me3 (trimetilacdo da lisina 4 da histona H3),
sao perdidas, e marcas repressivas como a H3K27me3 (trimetilacio da lisina 27 da histona
H3), H3K9me?2 (dimetilagdo da lisina 9 da histona H3), H4K20mel(metilacao da lisina 20 da
histona H4) e H2Aub1(ubiquitinacdo) , sdo adquiridas (Heard et al., 2001), sendo que RepA
associado com PRC2 direcionar a H3K27me3 no Xi (Zhao et al.,, 2008). Além dessas
modificacdes de histona, o DNA do Xi € hipermetilado (Chan et al., 2011), h4 a incorporacio
da histona macro H2A (macroH2A), e o recrutamento de proteinas como SMCHDI
(structural-maintenance of chromosomes hinge domain containing 1), ASH2L (ash2 (absent,
small, or homeotic)-like (Drosophila) - proteina do grupo Trithorax), ATRX (alpha

thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) e hnRNP (heterogeneous nuclear
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ribonucleoprotein U— fator de remodelamento de cromatina) (Escamilla-Del-Arenal et al.,
2011), garantindo que o silenciamento do Xi seja mantido.

A metilagdo é um evento que acontece tardiamente no processo de inativacdo
do cromossomo X, e parece estar mais relacionado a manutencao do estado inativo do que ao
inicio do processo (Singer-Sam et al., 1990). Embora os eventos iniciais da ICX imprinted e
aleatéria sejam similares, a metilacdo do DNA parece ser especifica da ICX aleatéria, sendo
que a auséncia da metilacio de DNA no Xi paterno imprinted provavelmente explique a
facilidade de reversdo do estado inativo na MCI (Okamoto et al., 2004) e a0 mesmo tempo a
grande dependéncia das proteinas Policomb na ICX imprinted para a manutencdo do
silenciamento (Wang et al., 2001).

Os mecanismos exatos de como a metilacio de DNA ¢ recrutada para
diferentes genes no Xi ndo estdo claros, mas sabe-se que esta marca é de extrema importancia
para a manutencdo do estado inativo em células somaticas (Escamilla-Del-Arenal et al.,
2011), e alteragdes nas DNMTs levam a uma instabilidade do Xi. A DNMT1, por exemplo, é
necessdria para a manutencio estavel da ICX durante o desenvolvimento embriondrio, ja que
a sua mutagdo em camundongos fez com que a ICX ndo se mantivesse e tendo como
consequéncia a morte do embrido (Sado et al., 2000), além disso, em humanos, foi relatada a
instabilidade do silenciamento do cromossomo X em portadores da sindrome ICF (immuno
deficiency centromeric instability facial anormalities), causada por um defeito na DNMT3B

(Hansen et al., 2000).
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Figura 1.5: Representacdo esquemadtica da inativagdo do cromossomo X. A: em células

indiferenciadas, OCT4 e outros fatores de pluripoténcia reprimem a expressdo de XIST e do
ativador do XIST RNF12. Os fatores de pluripoténcia também ativam diretamente a expressao
de TSIX, sendo que o TSIX € expresso em ambos 0s cromossomos, impedindo a ativa¢do do
XIST em cis. B: no inicio da diferenciacdo, os cromossomos X se pareiam através da interacao
entre OCT4 e CTCF, resultando em uma distribuicao desigual dos fatores de pluripoténcia de
transcri¢do entre os dois cromossomos. Como resultado disso, hd uma ativacdo do XIST no
fututo Xi e ao mesmo tempo reprime o TSIX do mesmo cromossomo. TSIX recruta a
DNMT3A, que metila o promotor do XIST e o silencia no Xa. C: o RNA RepA ¢ expresso no
futuro Xi e recruta o complexo PRC2. A expressdo de JPX e RNF12 é aumentada em ambos
os cromossomos. A combinagdo destes trés eventos leva a ativagdo da expressdo de XIST. O
XIST por sua vez recruta PRC2 para o Xi. D: YY1 liga o RNA XIST no Xi e media o
“espalhamento” em cis ao longo do Xi. E: XIST ligado no Xi se espalha por meio das regides
hnRNP e S/MAR. Por fim, XIST recobre todo o Xi e recruta varios fatores de silenciamento

para manter o estado reprimido do Xi (adaptado de Jeon et al., 2012)
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1. RESUMO

PERFIL DE METILACAO DO EXON 1 DO GENE XIST EM CELULAS DA
LINHAGEM ESPERMATOGENICA DE BOVINOS

Rosana Camargo Nishimura', Margot Alves Nunes Dode'”
'Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria — UnB, DF, 2Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia

Embrides de mamiferos sofrem duas ondas de reprogramacio, uma no zigoto,
onde os genomas maternos e paternos sdo desmetilados e em seguida metilados de novo, e
outra nas células germinativas primordiais. Acredita-se que a metilacdo de novo nas células
germinativas masculinas esteja estabelecida ainda antes do nascimento, no entanto, como e
quando esse processo ocorre em bovinos ainda ndo foi estabelecido. Sendo assim, este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar se hd reprogramacio epigenética
durante a espermatogénese através da avaliacdo do perfil de metilagdo da regido do éxon 1 do
gene XIST em diferentes células espermaticas. Foram utilizados espermatdcitos, espermatides
alongadas e espermatozdides da cabega e cauda do epididimo coletados de testiculos obtidos
em abatedouro. As células coletadas tiveram o seu DNA extraido e em seguida tratado com
bissulfito de s6dio. O DNA tratado foi amplificado através de PCR nested, e o produto
amplificado foi inserido em um vetor e clonado em bactérias. O DNA plasmidial foi extraido

e sequenciado. As sequéncias do experimento foram comparadas com a sequéncia do gene
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XIST depositada no GenBank, e aquelas que apresentaram taxa de conversao do bissulfito de
s6dio >95% e homologia >97% com a sequéncia do GenBank foram utilizadas. Para a
comparagdo do nivel de metilagdo entre os grupos foram utilizados os testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney, com nivel de significancia de P<0,05. O grupo dos espermatdcitos,
espermdtides alongadas, espermatozdides de cauda e cabeca de epididimo apresentaram
15,70%+14,54, 1,96%+1,96, 74,09%+6,78 e 45,09%+20,19 de metilacdo, respectivamente,
sendo que o grupo da cabeca de epididimo apresentou-se mais metilado do que os grupos
espermatdcitos e espermatides alongadas (P<0,01). Quando foram formados e comparados
dois grupos, um com espermatdcitos e espermatides alongadas, e outro com espermatozoides
de cabeca e cauda de epididimo, a andlise mostrou haver diferenca entre eles (P<0,01) com
relacdo a percentagem de metilagdo. Os resultados sugerem que a reprogramacao epigenética

em bovinos ainda estd ocorrendo durante a formag@o do espermatozoéide.

Palavras chave: 1. Reprogramagdo Epigenética. 2. Espermatogénese. 3. Bissulfito de Sédio. 4.
Bovino.
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2. ABSTRACT

METILATION PROFILE OF XIST GENE EXON 1IN BOVINE
SPERMATOGENIC CELLS

Rosana Camargo Nishimura', Margot Alves Nunes Dode'”
'School of Agronomy and Veterinary Medicine — UnB, DF, *Embrapa Genetic

Resources and Biotechnology

Mammalian embryos undergo two waves of genome reprogramming, the first
in the zygote, when paternal and maternal genomes are demethylated and, just after, re-
methylated, and the second in the primordial germ cells. It is believed that re-methylation is
reestablished in male germ cells before birth, however, it is not clear when and how this
process occurs in bovine. Thus, this work aimed to verify if there is epigenetic
reprogramming during spermatogenesis through the evaluation of the methylation profile of
XIST gene exon 1 in different spermatogenic cells. Spermatocytes, elongated spermatids and
spermatozoa from epididymis head and tail were collected from bovine testes obtained from a
slaughterhouse. The collected cells had their DNA extracted and treated with bisulfite. The
treated DNA was amplified through nested PCR, and the product was inserted on a vector and
cloned in bacteria. The plasmidial DNA was extracted and sequenced. The sequences of the
experiment were compared with the sequence of gene XIST from the GenBank and those that
presented bisulfite conversion rate of >95% and homology of >97% with the sequence from
GenBank were utilized. To compare the methylation level between the groups Kruskal-Wallis

and Mann-Whitney tests were used, with significance level of P<0.05. The spermatocytes,
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elongated spermatids and spermatozoa from epididymis head and tail groups presented
15.70%+14.54, 1.96%+1.96, 74.09%+6.78 and 45.09%%20.19 of methylation respectively.
The epididymis head group was more methylated then spermatocytes and elongated
spermatids groups (P<0.01). When arranged in two groups, one with spermatocytes and
elongated spermatids, and another with epididymids spermatozoa, and compared, it was
observed that the methylation level was different (P<0.01) between them. These results

suggest that epigenetic reprogramming is still occurring during spermatozoa formation.

Keywords: 1. Epigenetic Reprogramming. 2. Spermatogenesis. 3. Bisulfite. 4. Cattle.
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3. INTRODUCAO

A epigenética € a uma 4rea da genética relativamente recente, e tem como alvo
os mecanismos de regulacdo génica ndo baseados na sequéncia primdria do DNA e que sio
herdaveis (Reik, 2007). Os mecanismos epigenéticos participam da formacgdo de eucromatina
e heterocromatina, bem como no silenciamento de genes e até mesmo cromossomo (Wutz,
2011).

Durante o desenvolvimento inicial do embrido, o genoma sofre duas grandes
reprogramagdes. Uma que acontece logo apds a fecundacdo, onde os genomas paterno e
materno sdo desprogramados e logo em seguida programados novamente (Oswald et al.,
2000; Wossidlo et al., 2010), permitindo a formacao de células totipotentes, que dardo origem
a todos os outros tipos celulares do individuo em formacdo (Surani et al., 2007). A outra
reprogramagdo acontece nas células germinativas primordiais, que dardo origem a linhagem
germinativa (Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005). Neste momento, as marcas de genes
imprinted e ndo imprinted sdo retiradas e substituidas por outras, de acordo com o sexo do
embrido (Hajkova, 2011).

Atualmente sabe-se que as marcas epigenéticas sdo passiveis de alteragcdes
causadas por influéncia do ambiente, diferentemente da sequéncia contida no DNA (Whitelaw
& Whitelaw, 2008). Sabe-se que a exposi¢do a alguns tipos de substincia, a dieta, aplicacdo
de hormonios, podem alterar o padrio epigenético, e em alguns casos levar ao surgimento de
cancer (Weidman et al., 2007) e infertilidade (Rajender et al., 2011). Acreditava-se que esses
“erros” no epigenoma ndo fossem transmitidos as geracdes seguintes, ja que, ao passar pelos

ciclos de reprogramagfo, essas anormalidades poderiam ser corrigidas. Contudo, existem
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relatos demonstrando que essas alteragdes podem sim ser transmitidas e ainda persistirem por
pelo menos trés geracdes seguintes (Anway et al., 2005).

Durante 0 momento da reprogramagdo o genoma estd mais suscetivel as
influéncias ambientais, ja que naturalmente esse é um periodo em que marcas estdo sendo
retiradas e adicionadas. Portanto, é muito importante que nessa fase se tenha as condicoes
mais adequadas para que a reprogramacio ocorra corretamente (Lin et al., 2008; Shen et al.,
2012).

As informagdes a respeito da reprogramacdo nas células germinativas sdo
basicamente oriundas de estudos em camundongos. Dados da literatura afirmam que o inicio e
o final da reprogramacdo em machos se ddo ainda durante a vida fetal, e portanto, ao nascer
esse processo ja estaria pronto (Reik et al., 2001; Faulk & Dolinoy, 2011). No entanto,
estudos com camundongos (Oakes et al., 2007) e humanos (Marques et al., 2011)
demonstraram que alguns genes teriam uma reprogramacio mais tardia, acontecendo somente
apods a puberdade, durante a espermatogénese.

O fato de ainda haver reprogramacio durante a espermatogénese sugere que a
maior suscetibilidade a alteracdes epigenéticas das células espermaticas, que ocorreria,
principalmente durante a vida fetal, passa também a ocorrer continuamente ap6s a puberdade.
Isso, além de aumentar as possibilidades de ocorréncia de alteracdes, cria a possibilidade de
manipular fatores ambientais para alterar o fendtipo das geracdes futuras. Portanto, esse tipo
de informagdo € importante ndo s6 como conhecimento bdsico, mas também por possibilitar o
desenvolvimento de ferramentas, tais como o uso de dietas especificas, que possam contribuir
para que a reprogramagdo ocorra de maneira correta. Entretanto, para que esse conhecimento
possa ser utilizado é necessario saber em que momento o padrido epigenético é estabelecido.
Apesar de ja estudado em algumas espécies, até o momento nenhum relato foi encontrado
sobre esse evento em espermatozdides da espécie bovina, que tem uma grande importancia
econdmica para o pais.

Sendo assim, este trabalho buscou verificar se assim como em camundongos e
humanos, a reprogramacdo também acontece em bovinos adultos. Para isso foi feita a
avaliag¢do do perfil de metilacdo do gene XIST durante a espermatogénese, usando diferentes

células espermaticas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material biolégico

As células espermaticas utilizadas (espermatozdides da cabeca e cauda do
epididimo, espermatides alongadas e espermatécitos) foram obtidas de testiculos de bovinos
anelorados, coletados em abatedouros da regido de Brasilia/DF.

Apos o abate, os testiculos foram fixados com barbante para impedir sua saida
da bolsa escrotal (Figura 2.1). O transporte do abatedouro ao laboratdrio foi realizado em

caixa térmica com gelo.

Figura 2.1 — Testiculos dentro do escroto prontos para o transporte até o laboratério.
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No laboratério os testiculos foram removidos de dentro do escroto, aspergidos

com alcool 70%, e entdo a tinica vaginal foi retirada (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Remocao do testiculo de dentro da bolsa escrotal e tinica vaginal.

Para se ter acesso aos espermatozdides da cabega e cauda do epididimo, apds a
localizacdo dessas porcoes foram feitos varios cortes com bisturi e a regidao foi pressionada
manualmente para que os espermatozdides fossem liberados. Estes foram coletados com
auxilio de espdtula e depositados em tubos contendo 1 ml de solucdo salina em tampao

fosfato (PBS) (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — A e B: coleta de espermatozdides da cabega do epididimo. C e D: coleta de

espermatozodides da cauda do epididimo.

Apds a coleta, a solucdo contendo os espermatozdides do epididimo foi
depositada em gradiente de Percoll 70-40%, contendo 2 ml de cada fracdo e centrifugada a
700 x g por 30 minutos para a eliminacdo de possiveis células contaminantes (Lalancette et
al., 2008). O pellet foi retirado e lavado com meio LAV, constituido de meio TCM 199 com
sais de Hank’s (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB-
Invitrogen) durante 3 minutos a 200 x g. O sobrenadante foi retirado e o pellet transferido
para um tudo de 1,5 ml, onde foi centrifugado rapidamente (spin) e o sobrenadante foi
retirado. O pellet conservado a -80°C até o momento da extragdo de DNA.

Para a obteng¢do dos espermatdcitos e espermatides alongadas, utilizou-se a
metodologia modificada de Martins (2001). O testiculo foi cortado com auxilio de um bisturi
para a exposicdo do parénquima testicular e, entdo vérios fragmentos foram retirados com

auxilio de pinca e tesoura (Figura 2.4).
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Figura 2.4 — Parénquima testicular exposto para retirada de fragmentos.

Os fragmentos foram colocados em um tubo com 25 ml de solugdo salina em
tampdo fosfato (PBS) acrescido de 6 mM de piruvato de sédio (Sigma). Em seguida, os
fragmentos foram colocados em uma placa de petri contendo 10 ml de meio LAV e
macerados com tesoura e pinca para a liberagdo das células espermaticas A suspensdo celular
foi filtrada em malha de 80 um, colocada em um tubo de 15 ml e centrifugada a 200 x g por 1

minuto (Martins, 2001) (Figura 2.5).

)

S

Figura 2.5 — Maceracdo dos fragmentos de par€nquima testicular e filtragem em malha de 80

um.

O sobrenadante foi desprezado e o pellet depositado em um gradiente de
Percoll 30-20%, sendo em seguida centrifugado por 30 minutos a 700 x g. Apds a
centrifugacdo, dois anéis foram formados (Figura 2.6), sendo que o inferior continha as

células de interesse (espermatdcitos e espermatides alongadas).
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. AnclSupcrior

= AnclInferior

Figura 2.6 — Gradiente de percoll 30-20% com suspensao celular apds a centrifugacio.

O anel inferior foi retirado com auxilio de pipeta, depositado em 2 ml de meio
LAYV e centrifugado por 1 minuto a 200 x g. O sobrenadante foi retirado e 10ul do pellet
foram diluidos em 1 ml de meio PBS acrescido de 0,6% de Albumina sérica bovina (BSA -
Sigma). Para procura e selecao das células, a suspensao celular foi adicionada em uma gota de
PBS na placa, e com auxilio de um micromanipulador as células eram transferidas para gotas
menores de acordo com sua classificacdo. A Figura 2.7 mostra o esquema da placa utilizada
para a busca e coleta dos espermatdcitos e espermatides alongadas. Foram feitas trés gotas de
160ul de PBS com BSA onde foram adicionados Sul da suspensdo celular. Foram feitas
ainda, duas gotas menores, de 20ul, para colocar as células selecionadas. Além disso, uma
gota de PVP (polyvinylpyrrolidona — Sigma) a 10%, para que a pipeta fosse lavada ao longo
da coleta, evitando que as células aderissem em sua parede também foi adicionada a placa. As
gotas foram cobertas com Oleo mineral e a coleta das células foi feita em microscépio

invertido (Nikon) e micromanipulador (Nikon Narishige MM 188).
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Espermatocitos

» Espermatidesalongadas

Suspenséo celularem
PBS com BSA

~ PVP

Figura 2.7 — Representacdo da placa de petri preparada para a coleta de espermatdcitos e

espermadtides alongadas.

A selecdo das células foi feita de acordo com a sua morfologia e tamanho
(Martins, 2001), onde os espermatdcitos apresentavam formato redondo e didmetro de 20-
30um, enquanto as espermdtides alongadas apresentavam uma protuberancia (Figura 2.8). As
células foram medidas através do programa Motic Images Plus 2.0 (Motic China Group CO.
Ltda, Xiamen, China).

As células apos serem identificadas na suspensdo eram coletadas uma a uma, e
transferidas para suas respectivas gotas, e por fim, transferidas para tubos de 0,2 ml e

conservadas a -80°C até a extracdo do DNA.

; » A 7
" . ~
2y N
_

Figura 2.8 — A: Espermatdcitos. B: Espermatides alongadas.
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Para os espermatozéides da cabega e da cauda do epididimo foram feitas trés
réplicas de cada grupo, sendo que cada uma foi composta por amostras de 4 animais. As
amostras foram descongeladas em gelo e entdo os pools foram formados, sendo que cada um
continha 50ul de amostra de cada animal. Para os espermatdcitos e espermétides alongadas

feitas seis réplicas, sendo que cada uma foi composta por 290-310 células, de 3 a 5 animais.

4.2. Extracao do DNA dos espermatozoides da cabeca e cauda do

epididimo

Ap6s a formacgdo dos pools as amostras foram lavadas duas vezes com PBS,
por centrifugacdo a 18.320 x g por 30 segundos. O sobrenadante foi retirado, o pellet
ressuspendido com 600ul solugdo de lise de espermatozdide (50 mM de Tris, 5 mM de
EDTA, 100 mM de NaCl, 2% de SDS, 0,3% de B-mercaptoetanol, 0,5 mg/ml de proteinase K)
e incubado a 55°C overnight. Apdés a incubacdo, adicionou-se 600ul de solugcdo de lise
nuclear (50 mM de Tris com pH 7,8, 25 mM de EDTA, 400 mM de NaCl e 1% de SDS) e a
homogeneizagdo foi feita por inversdo do tubo. Apds este procedimento, a amostra foi
incubada em banho maria a 60°C por uma hora. Em seguida, adicionou-se 200ul de NaCl 6M,
e a homogeneizacdo foi feita no vortex por 30 segundos. Entdo a amostra foi incubada no gelo
por 5 minutos e centrifugada a 1.600 x g por 6 minutos. O sobrenadante foi retirado e
transferido para um novo tubo, onde se adicionou 600ul de isopropanol gelado
homogeneizando por inversdo. A amostra foi incubada a -20°C por 4,5 horas e centrifugada a
1.600 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1.200 ul de
etanol a 70%, centrifugando novamente a 1.600 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
retirado e o pellet foi mantido em temperatura ambiente por 10 minutos para secar e, entdo
ressuspendido em dgua bidestilada. Ao final, analisou-se a quantidade e qualidade do DNA
extraido em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo e por espectrofotdometro

NanoDrop (Thermo Scientific).
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4.3. Extracao de DNA dos espermatécitos e espermatides alongadas

Os espermatdcitos e espermatides alongadas foram apenas lisados através de
choque térmico, ficando 1 minuto a 95°C e em seguida imersos em nitrogénio liquido. Este

procedimento foi repetido 5 vezes (Melo et al., 2005).

4.4. Tratamento com bissulfito de sodio

Para o tratamento do DNA com Bissulfito de sédio utilizou-se 350 ng de DNA
genOdmico (no caso dos espermatozéides do epididimo) ou o total de DNA das células lisadas
(espermatdcitos e espermatides alongadas) no Kit EZ DNA Methylation (Zymo Research), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. O tratamento com bissulfito de sédio converte as
citosinas ndo metiladas em uracilas enquanto as citosinas metiladas sdo mantidas. As
amostras tratadas foram mantidas a -80°C até que fossem utilizadas para a amplificacdo

através da PCR

4.5. Amplificacao por PCR e purificacio

O DNA tratado com bissulfito de sédio foi utilizado em reacdes de PCR

nested. Os iniciadores utilizados e as condi¢des das reagdes estdo apresentados na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Descri¢éo dos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR para DNA tratado com

bissulfito de sddio.

Localizaciao Tamanho
n e s Acesso Ilha
Gene Sequéncia (5°-3’) dos do
Genbank . CpG K
iniciadores amplicon
it F: GGGTGTTITTGTTTTAGTGTGTAGTA 1127-1252
t}‘“ . AJ421481.1 Exon 1 482 pb
EHernoT R CTTTAATACCACCCACTAAAATTAATAC 1581-1608
st F: TTGTTATATAGTAAAAGATGGT 1169-1190
- AJ421481.1 Exon 1 405 pb
mHermnoT R, ACCAATCCTAACTAACTAAATA 1552-1573

*Liu et al. (2008.)

Para a primeira amplificagdo do gene XIST, utilizou-se solucdo tampdo 1X, 1,5
mM de MgCl,, 100 uM de cada dANTP, 0,5 uM de cada primer (externo), 1,0U da enzima Taq
Polimerase Platinum (Invitrogen) e 3 uL. de DNA gendmico tratado com bissulfito de sédio,
sendo o volume final de 20 pL. Na reagdo foi utilizada uma desnaturagdo inicial de 94°C por
7 minutos, seguidos de 40 ciclos com 94°C por 45 segundos, 47°C por 1 minuto e 30
segundos, 72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C por 15 minutos. A segunda reacdo foi
realizada utilizando 0,5uL. de produto amplificado na primeira reacdo e as mesmas
concentragdes de reagentes da primeira, também com o volume final de 20 uL. A reagdo teve
uma desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 40
segundos, 42°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, e extensdo final de 72°C por 15
minutos.

O volume total das reagdes foi aplicado em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo (10 mg/mL) e as bandas foram recortadas e purificadas com o kit Wizard®

SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.6. Clonagem dos produtos da PCR e sequenciamento

Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotometro NanoDrop
(Thermo Scientific) e inseridos no vetor TOPO TA (Invitrogen) de acordo com as instrugdes
do fabricante. A transformacdo foi realizada em células DH-5a através de choque térmico. O
produto foi semeado em placas com meio LB Agar contendo 200ug/mL de ampicilina, 40uL

de X-Gal (Sigma) a 20mg/mL e 4uL de IPTG (Sigma) a 100 mM. As placas foram incubadas
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em estufa a 37°C por 16 horas. Apods o periodo de incubagdo, as placas foram mantidas a 4°C
por 2 horas. Somente as colonias brancas foram selecionadas e transferidas para crescimento
em meio LB liquido com 100 pg/mL de ampicilina e mantidas sob agitacdo a 250 rpm, 37°C
por 16 horas. O contetddo dos tubos que apresentaram turbidez foi dividido em dois tubos de
1,5mL. A extracdo do DNA do vetor foi feita com o kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen),
segundo as instrugdes do fabricante. A presenca do fragmento no vetor foi confirmada através
de PCR. Foram utilizados 400ng de DNA do plasmideo, tampao 1X, 1,0mM de MgCl,,
100uM de cada dNTP, 0,5uM de iniciadores universais T7 e SP6 e 1,5U da enzima Taq
Polimerase (Invitrogen). A desnaturacio inicial foi feita a 94°C por 4 minutos, seguida de 35
ciclos com 94°C por 20 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos e extensido
final de 72°C por 10 minutos. As amostras diluidas a 100 ng/uL contendo o fragmento
inserido foram encaminhadas para sequenciamento na empresa Macrogen (Coréia do Sul),
utilizando o sequenciador 3730XL (Applied Biosystems).

As sequéncias foram analisadas utilizando o BiQ Analyser software (Bock et
al., 2005). As citosinas ndo precedidas de guaninas foram avaliadas quanto a taxa de
conversdo e, apenas as sequéncias que apresentaram uma eficiéncia de conversdo pelo
bissulfito >95% foram consideradas. Logo apds, essas sequéncias foram analisadas para o

padréo de metilagdo das CpGs.

4.7. Analise estatistica

Para a andlise quantitativa da taxa de metilacdo entre os tratamentos, foram
utilizados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, sendo que as andlises foram feitas
com o programa Prophet, versdo 5.0 (BBN Systems and Technologies, 1996). Os resultados
foram apresentados como médiazerro padrdo. O padrdao de metilagdo, nos 17 sitios CpG para
o gene XIST, também foi comparado quanto a quantidade de clones hipermetilados de acordo
com metodologia de Imamura e colaboradores (2005), onde as sequéncias que apresentam

50% ou mais de metilagdo sdo consideradas hipermatiladas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS

Coleta das células
Foram coletados 1880 espermatécitos de 20 animais, 1847 espermatides
alongadas de 23 animais, que foram divididos em 6 réplicas; e espermatozdides de cabeca e

cauda de epididimo de 12 animais, que por sua vez, foram divididos em 3 réplicas.

PCR e Clonagem

Apés a realizacdo dos PCR nested, foi possivel detectar a presenca dos
fragmentos de interesse (405pb, Figura 2.9), que em seguida foram purificados e utilizados

para a clonagem.
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Figura 2.9: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. As bandas

de 405 pb (seta) do gene XIST sdo os produtos oriundos do PCR interno.

Foram gerados 660 clones, dentre os quais 518 tiveram a presenca do
fragmento inserido, confirmada através da PCR com os iniciadores universais SP6 e T7

(Figura 2.10).
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Figura 2.10: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. Os
fragmentos de 605 pb confirmam a clonagem. A banda circulada em azul possui um tamanho

menor, mostrando que a clonagem nio aconteceu.
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Metilacao do DNA

Para a avaliacdo do padrdo de metilacio do DNA foram sequenciadas 518
amostras. Estas foram comparadas com a sequéncia do gene XIST, depositada no GenBank
(AJ421481.1), e tiveram a taxa de conversdao, homologia e andlise do padrdo de metilagdo

calculadas pelo programa BiQ Analyser. A figura 2.11 mostra o resultado do alinhamento de

uma sequéncia.

Genomic Sequence
[2]XE81-M13F

Genomic Seguence
[2]1XKEB1-M13F

Genomic Seguence
[2]XEB1-M13F

Genomic Sequence
[2]1XE81-M13F

Genomic Sequence
[2]XE81-M13F

Genomic Seguence
[2]1XKEB1-M13F

Genomic Sequence
[2]XEB1-M13F

Genomic Sequence
[2]XE81-M13F

IGEECCCICTAGRTGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGAT GEATATCTGCAGRATICGC

————————————————————————— CGITIAAGTATITGICGTAGTITARAATATGGEGSE
CCITIGITATATAGTAAA AGATGETCGITTAAGTATTITGTCGTAGTITALARTATGGCGE

GIITIIGIIITIGIOGI GTGTATTITITGRATAGGT ITTGTITGTAGGGATARTATGGTITGR
GITITTIGIITITIGTIEGTGTGTATTTITITGATAGGTITIGTIIGTAGGGATAATATGGTTGR

ITITGITATGIGGATATTATGGTAGTI ITGITRACGT GGATATEGT GGTAGGGGTGTTIGAT
ITIIGITAIGIGGATATTATGGIAGITIGITACGIGGATATEGT GGTAGGGETIGITIGAT

CGITATATITTIGGEGGGT ITIGIAT TAGGAGGGITIGICGTATIGITAAAGATGGEEGT G
CGITATATITTIGGEGGGT ITIGIAT TAGGAGGGITIGICGIATIGITAAAGATGEEGTIG

TTITGICGCGGAT AR A GTGALAGEAGGGATTGETAATGTTAGRTTGTCGCGT GTTTIATT
TTITGICGCGGAT AR A GTGALAGEAGGGATTGETAATGTTAGATTGTCGCGT GTTTIATT

TRAATTAGALAGGETGEGTAGRATCGGI TATAGT TAGTTAGT GGAGGATGGARTTAGATGAG
TAATTAGALAGGETGGTAGRATEGGI TATAGT TAGTTAGT GGAGGATGGTATTAGATGAG

TTAGTATAGTATTTEBT TATEET TTT———— ————————————————— - ———
TTAGTGTAGTATTIMET TATMET TTTTATTTAGTTAGTTAGGATTGGTARGGECGARTTC

Figura 2.11: Andlise comparativa feita pelo software BiQ Analyser da sequéncia do gene
XIST depositada no GenBank e uma sequéncia gerada no experimento. As sequéncias somente
em alaranjado indicam sitios CpGs em que as citosinas estavam metiladas e por isso, ndo
foram substituidas por timinas; as sequéncias em alaranjado e roxo, representam os sitios
CpGs ndo metilados, e portanto a citosina foi substituida por uma timina. A figura mostra os

17 sitios CpGs presentes na regidio genomica avaliada.
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Ao analisar as taxas de conversdo e de homologia, 39 sequéncias foram
selecionadas, apresentando conversdo >95% e homologia com a sequéncia referéncia >97%

(Tabelas 2.2 e 2.3).

Tabela 2.2: Nimero de clones utilizados para a andlise de metilagdo de espermatdcitos e

espermdtides alongadas, por réplica.

Réplical Réplica2 Réplica3 Réplicad Réplica5 Réplica6 Total

Espermatdécitos - 2 3 - 1 - 6
Espermatides
- 2 - - 1 - 3
alongadas

Tabela 2.3: Nimero de clones utilizados para a andlise de metilagdo de espermatozéides da

cabeca e da cauda do epididimo, por réplica.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Total
Cabeca de 12 6 6 24
epididimo
Cauda de
2 4 - 6
epididimo

Foi possivel a deteccdo de 21 alelos diferentes, baseando-se no padrdo de
metilagdo. De acordo com a metodologia de Imamura (2005), o grupo dos espermatdcitos e
espermadtides alongadas apresentaram 16,66% (1/6) e 0% (0/3) de sequéncias hipermetiladas,
respectivamente. Enquanto os grupos de cabeca e cauda de epididimo apresentaram 79,16%

(19/24) e 50% (3/6) de sequéncias hipermetiladas (Figura 2.12).
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Figura 2.12: Padrdo de metilagcdo no éxon 1 do gene XIST. Cada linha representa um clone.

Os circulos brancos representam citosinas nao metiladas, os pretos, citosinas metiladas, e os

cinzas, onde ndo foi possivel a identificacdo. A: espermatdcitos (16,66% de sequéncias

C:

de sequéncias hipermetiladas),
espermatozdides da cabeca do epididimo (79,16% de sequéncias hipermetiladas), D:

espermdtides alongadas (0%

hipermetiladas), B:

espermatozodides da cauda do epididimo (50% de sequéncias hipermetiladas).
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O grupo dos espermatdcitos, espermatides alongadas, cauda e cabeca de
epididimo apresentaram 15,70%=+14,54, 1,96%+1,96, 74,09%+6,78 e 45,09%=%20,19 de
metilacdo, respectivamente, sendo que o grupo cabeca de epididimo foi diferente dos grupos

espermatdcitos e espermatides alongadas (P=0,0035, P=0,00752 respectivamente) (Figura

2.13).
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espermatocito espermAtide cabeca cauda
alongada epididimo epididimo

Figura 2.13: Porcentagem de metilagcdo (médiaterro padrdo) entre os grupos espermaticitos
(15,7%+14,54), espermatides alongadas (1,96%=+1,96), espermatozoides de cabegca de
(74,09%+6,78) e espermatozdides da cauda do epididimo (45,09%=+20,19). O grupo da cabeca
de epididimo apresentou maior metilagcdo do que o grupo espermatdcitos (P=0,00335) e o de

espermadtides alongadas (P=0,00752).
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Quando dois grupos, formados por espermatdcitos e epermatides alongadas, e
cabeca e cauda de epididimo foram analisados, houve diferenga entre eles na porcentagem de

metilacdo (P=0,00103) (Figura 2.15).
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Figura 2.14: Porcentagem de metilacdo (médiaterro padrdo) entre os grupos
espermatdcitos/espermatides alongadas (11,114£9,67) e espermatozdides de cabeca/cauda de

epididimo (68,29+6,92). ** P=0,00103.

5.2 DISCUSSAO

Com o avango do conhecimento na area da epigenética, varias evidéncias tém
surgido de que o uso das tecnologias de reproducdo assistida e outros fatores ambientais
alteram padrdes epigenéticos, induzindo ao desenvolvimento de doengas e alteracdes na
fertilidade dos individuos. Portanto, existe uma grande preocupacdo em identificar quais sdo
estes fatores e como eles provocam essas modificacdes. Entretanto, para que se possa avaliar
as alteracdes e buscar alternativas para evitd-las € essencial que se conheca qual é o padrio
epigenético fisiologico e como e quando ele é estabelecido. Sendo assim, neste trabalho,
visando determinar se o padrao de metilacdo ja estd estabelecido em machos bovinos antes do
inicio da espermatogénese, foi avaliado o padrdo de metilacdo no éxon 1 do gene XIST. Para

isto, foram utilizadas diferentes células da linhagem espermadtica, células que ainda estdo em
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formacdo (espermatdcitos e espermatides alongadas) e espermatozéides (espermatozéides da
cabeca e da cauda do epididimo). Foi observado um aumento no nivel de metilagdo entre as
células em formacdo e os espermatozdides, demonstrando que a reprogramacio ainda estd
ocorrendo durante a espermatogénese bovina (Figuras 2.14).

Com relagdo a obtengdo das células da linhagem espermadtica, diferentemente de
camundongos, em bovinos ndo hd uma relacdo da idade do animal com os diferentes tipos
celulares presentes nos testiculos. Em camundongos, é possivel separar as populagdes de
células espermdticas em vdrias categorias, como espermatogOnia A, espermatdcitos no inicio
do paquiteno, espermatdcitos no paquiteno, espermatides redondas e alongadas. Sendo para
isso necessdria a coleta de testiculos de vérios animais, em vérios dias diferentes apés o
nascimento (Oakes et al., 2007; Bellvé et al., 1977). Essa possibilidade de obter populacdes de
células da espermatogé€nese em seus varios estdgios, de acordo com a idade do animal, é a
situacdo ideal para esse tipo de estudo. No entanto, isso ndo acontece nos bovinos, sendo
necessario que se faca a identificacdo e descricdo morfoldgica das células quando dissociadas
do tecido testicular, para poder separa-las. Sendo assim, o procedimento descrito por Martins
(2001) foi o utilizado no presente estudo e, para que houvesse seguranca na obtencdo do
material bioldgico que foi coletado, as células utilizadas foram espermatdcitos, espermatides
alongadas, espermatozdides de cabeca e cauda do epididimo. Assim, foi possivel garantir que
houvesse pelo menos quatro categorias diferentes de células da linhagem espermadtica que
estdo em diferentes momentos da espermatogénese. E importante ressaltar que a metodologia
utilizada assegura ndo haver contaminacdo com células somadticas, o que poderia ser
prejudicial a interpretagdo dos resultados. As células foram coletadas uma a uma com o
auxilio de micromanipulador acoplado a um microscépio invertido, semelhante ao realizado
por Marques e colaboradores (2011), e S4 e colaboradores (2008). No entanto, estes dois
grupos separaram as células em mais categorias, utilizando apenas a morfologia como
critério.

Apesar da dificuldade na coleta uma quantidade considerdvel de células
provenientes de vérias réplicas foram utilizadas, mas poucas sequéncias aproveitaveis foram
obtidas ao final do processo. Esse baixo rendimento foi ocasionado, em grande parte, devido a
baixa taxa de conversdo do bissulfito. Uma possivel causa poderia ser de que o protocolo
utilizado ndo fosse o ideal para os tipos celulares estudados, embora varias modificacdes
tenham sido testadas, buscando uma condi¢do mais favordvel para que a conversdo
acontecesse. Entretanto, esse parece ndo ser o caso, pois a mesma metodologia ja havia sido

usada com sucesso para a andlise da metilacio de DNA de espermatozéides no laboratdrio
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(Carvalho et al., 2012). Outro fato, observado durante o experimento foi que as espermadtides
alongadas, que apresentaram o menor nimero de sequéncias utilizadas, também eram as que
tinham a menor taxa de ligacdo do produto de PCR no vetor, apresentando sempre uma baixa
quantidade de coldnias brancas apds a clonagem em bactéria. Apesar de ndo haver relatos na
literatura, ndo se pode descartar a possibilidade de que a baixa conversdo possa ser devido a
caracteristicas especificas dessas células. Embora haja a necessidade de avaliar mais
sequéncias para a confirmagdo dos resultados, os dados ja obtidos indicam um claro aumento
no nivel de metilagio durante a espermatogénese.

Existem dois grandes ciclos de reprogramacdo epigenética. Um acontece no
zigoto, onde os genomas materno e paterno comecam a ser desprogramados, € em seguida,
programados novamente (Oswald et al., 2000; Wossidlo et al., 2010), permitindo assim a
formacdo de células totipotentes (Surani et al., 2007), que dardo origem a todos os tecidos de
um novo individuo. O outro ciclo de reprogramacdo acontece nas células germinativas
primordiais, onde inclusive as marcas de imprinted parentais sdo apagadas e substituidas por
outras, proprias do sexo do individuo em formacdo (Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005).
Estas células germinativas primordiais dardo origem aos gametas, que serdo base para a
formacao de uma nova geragcdo. Sdo originadas no endoderma e se deslocam até as cristas
germinativas. Durante e apds a migragao inicia-se o ciclo de reprogramacao epigenética, onde
as marcas de genes imprinted e nao imprinted sio retiradas, até que se atinja um nivel basal de
metilacdo do DNA (Saitou et al., 2002; Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005; Popp et al.,
2010). Este ¢ um momento de extrema importancia, pois a partir dele estas células comecam a
adquirir um novo padrio epigenético, diferente do padrdo parental, permitindo que se
transformem em espermatogdnias e ovogonias dependendo do sexo do embrido (Hajkova,
2011). Este evento estd bem caracterizado para camundongos e sabe-se que em fetos machos,
a desmetilag@o global se inicia no 7,25 dias p6s-coito (dpc) e se completa no 13,50 dpc (Lees-
Murdock & Walsh, 2008). As marcas dos genes imprinted comegcam a ser apagadas entre 10,5
e 12,50 dpc (Hajkova et al., 2002) e estdo restabelecidas por volta do15,50 dpc (Reik et al.,
2001; Li et al.,, 2004; Kota & Feil, 2010; Faulk & Dolinoy, 2011). Portanto, para esses
autores, a reprogramagao ja estaria pronta antes do nascimento em fetos machos, sendo que as
espermatogonias ja teriam o padrdo de metilagdo estabelecido. Entretanto, outros estudos tem
sugerido que isso pode ndo acontecer e, que a reprogramacdo ainda ndo esta pronta nas
espermatogonias (Oakes et al., 2007; Marques et al., 2011). Este dado € relevante, pois se a

reprogramacgdo ainda precisa ser completada durante a espermatogé€nese, as células
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germinativas estariam muito mais susceptiveis a alteragdes devido a fatores externos e/ou a
manipulagdes.

Em vista destas informacdes, decidiu-se entdo verificar se a reprogramacio
epigenética realmente estava pronta em bovinos adultos. Foi observada uma alteracdo no
padrdo de metilacdo do gene estudado entre as diferentes células (Figuras 2.13, 2.14). O
aumento no padrdo de metilagdo se tornou mais evidente quando se comparou os grupos de
células em formacdo e espermatozoéides (Figura 2.14). Oakes e colaboradores (2007) afirmam
que, em camundongos, a metilagdo gendmica de sequéncias imprinted comeca a ser adquirida
ainda nos gondcitos, antes do nascimento, e continua apds o nascimento nas células mitéticas
e meidticas, se completando ao final do paquiteno. Afirmam ainda que, no periodo de
transicdo de espermatogdnia para espermatdcito, pode haver perda ou ganho de metilagéo,
dependendo da regido especifica do DNA, e concluem que, mesmo que a maior parte da
aquisicdo de metilacdo ocorra nos gondcitos de camundongos machos ainda antes do
nascimento, padrdes de metilagdo continuam a ser alterados durante a espermatogénese em
sequéncias especificas. Marques e colaboradores (2011) afirmam que, embora as marcas de
genes imprinted de humanos ji estejam estabelecidas em espermatogdnias, e essas sejam
mantidas nos estigios seguintes da espermatogénese, algumas regides especificas, como de
genes imprinted, ainda estariam sendo metiladas. Foi detectada a presenca de RNAs e as
préprias enzimas de metilagio de DNA, DNMTI, DNMT3A e DNMT3B em
espermatogbnias A, espermatdcitos primdrios, espermatdcitos secunddrios, espermdatides
redondas e espermatides alongadas (Marques et al., 2011). Sendo assim, Marques e
colaboradores concluiram que a presenca dessas enzimas durante os vdrios estdgios da
espermatogénese sugere que eventos de remetilagdo podem estar acontecendo durante a
recombinacdo meidtica, assim como em espermdtides que jd estdo iniciando a troca de
histonas por protaminas.

Os resultados do presente estudo, portanto, corroboram com os de Oakes e
colaboradores (2007) e Marques e colaboradores (2011), pois mostram haver uma alteracdo
no padrio de metilagdo entre as diferentes células. Apesar das diferengas entre os estudos,
todos confirmam que durante a espermatogénese existe sim um aumento do nivel de
metilacdo e, que a reprogramacao epigenética ainda néo esta estabelecida ao nascimento.

Posto isso, se a reprogramacdo efetivamente se completar apenas nas fases
mais tardias da espermatogé€nese, significa que esse processo de retirar e adicionar
informagdes que controlam a expressdo de genes esta constantemente sujeito a alteracdes apds

o inicio da espermatogénese, na puberdade. E muito importante que esses processos ocorram



62

de maneira correta para que haja um desenvolvimento normal (Lin et al., 2008; Shen et al.,
2012). Sabe-se que interferéncias ambientais como nutricdo, comportamento, estresse e
exposicdo a substincias toxicas podem alterar o epigenoma de um individuo, sendo, por
exemplo, causa de alguns tipos de cancer (Weidman et al., 2007). Durante esses periodos de
reprogramagao, a exposicdo a esses fatores pode ter efeitos ainda maiores. Acreditava-se que
anormalidades epigenéticas ndo fossem transmitidas as geracdes seguintes, ji4 que nos
momentos de reprogramacgdo estes “erros” poderiam ser corrigidos. No entanto, Anway e
colaboradores (2005) ao exporem ratas prenhes a um fungicida verificaram que altera¢des no
padrdo de metilacdo se mantiveram por pelo menos 3 geracdes. Adicionalmente, Stouder e
colaboradores (2009) verificaram que a superovulacdo de camundongos fémea afetou o estado
epigenético dos espermatozéides da geracdo seguinte. Ademais, Dolinoy e colaboradores
(2007) demonstraram que a exposicdo materna ao bisfenol A diminuiu a metilagdo em CpGs
da prole, além disso Dolinoy e colaboradores (2006) também verificaram que a dieta materna
(enquanto prenha) rica em ginesteina (flavondide abundante na soja) afeta a expressdo génica
e altera a susceptibilidade a obesidade alterando permanentemente o epigenoma da prole.
Sendo assim, além dos dois momentos na vida fetal mencionados acima, os genes que
estabelecem seus padrdes de metilacdo tardiamente também podem ser alterados por fatores
externos, durante a vida adulta. Rajender e colaboradores (2011) comentam a importincia do
estabelecimento correto do imprinting gendmico para a fertilidade em humanos, ja que
anormalidades epigenéticas sdo verificadas em homens inférteis. Padroes alterados de
metilacdo foram encontrados em individuos com oligospermia (Kobayashi et al., 2007), com
espermatozodides com baixa motilidade (Poplinski et al., 2010), azoospermia (Marques et al.,
2004 e 2010), teratozoospermia e oligoastenoteratozoospermia (Boissonnas et al., 2010). Os
resultados do presente estudo mostraram que o XIST é um gene que estabelece seu padrao de
metilacdo apds a puberdade, durante a espermatogénese na espécie bovina. Portanto, o seu
padrdo de metilacdo pode vir a servir como um marcador da reprogramacdo, mostrando as
possiveis interferéncias ambientais que possam acontecer, afetando a fertilidade dos animais.
O gene XIST foi selecionado para ser avaliado nesse estudo por possuir grande
importancia no desenvolvimento embriondrio inicial, sendo um elemento indispensavel para
que se dé o inicio do processo de inativacdo do cromossomo X. Embora no presente trabalho
ndo se tenha analisado espermatozéides de ejaculado, pode-se considerar que ndo haja
modifica¢des no nivel de metilacdo durante o transito dos espermatozéides pelo epididimo até
a ejaculacdo. Desta forma, os resultados encontrados diferiram dos resultados de Liu e

colaboradores (2008), que analisando a mesma regido do gene XIS7, encontraram apenas
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sequéncias completamente desmetiladas em espermatozéides de bovino. E possivel que a
diferenca dos resultados se deva ao fato de Liu e colaboradores terem analisado
espermatozodides de apenas um animal, enquanto neste trabalho foram utilizados 12 animais
para espermatozoides do epididimo, diminuindo a variagdo individual. Por outro lado, nossos
resultados estdo de acordo com McDonald e colaboradores (1998). Estes autores encontraram
um padrdo de metilagdo para o gene XIST em gametas de camundongos condizente com um
padrdo imprinted, com espermatozéides hipermetilados, e ovdcitos hipometilados. Para
bovinos, esta caracterizacdo ainda nao foi realizada. Portanto, se realmente nio houver
mudangas quanto ao padrio de metilagdo de espermatozdides do epididimo para
espermatozodides de ejaculado, e em ovdcitos for encontrado um padrdao hipometilado, serd
possivel dizer que este € um gene imprinted em bovinos. No entanto, se o padrio for
encontrado hipermetilado em ovdcitos, o gene XIST em bovinos, assim como em humanos e
coelhos, ndo terd um padréo imprinted (Okamoto et al., 2011).

Neste trabalho foi constatado ainda que hd um aumento na metilagdo no éxon 1
do gene XIST durante a espermatogé€nese de bovinos. No entanto, para alguns grupos, foram
analisadas poucas sequéncias, por isso, faz-se necessdria a andlise de um nimero maior de
sequéncias. Ficou evidente, entretanto, que ocorre um aumento no nivel de metilacio, ou seja,
o gene ainda estd sendo reprogramado e, portanto o padrio ndo estd completo antes do
nascimento, sendo completamente adquirido durante a espermatogénese. Sendo assim, a
reprogramacgdo deste gene acontece de forma continua apés a puberdade do macho e pode
estar sujeita a alteragdes por fatores externos atuando durante esse periodo, que podem vir a
afetar o padrdo final e com isso causar problemas na fertilidade, como ji relatado em

humanos.
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6. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se concluir que o ciclo de
reprogramacgdo epigenética da gametogénese em machos bovinos ainda estd ocorrendo

durante a formagéo do espermatozédide.



65

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANWAY, M.D.; CUPP. A.S.; UZUMCU, M.; SKINNER, M.K. Epigenetic transgenerational
actions of endocrine disruptors and male fertility. Science, v.308, p.1466-1469, 2005.

BELLVE, A.; CAVICCHIA, J.C.; MILLETTE, C.F.; O’BRIEN, D.A.; BHATNAGAR,
Y.M.; DYM, M. Spermatogenic cells of the prepuberal mouse: Isolation and morphological
characterization. The journal of Cell Biology, v.74, p.68-85, 1977.

BOCK, C.; REITHER, S.; MIKESKA, T.; PAULSEN, M.; WALTER, J.; LENGAUER, T.
BiQ Analyser: visualization and quality control for DNA methylation data from bisulfate

sequencing. Bioinformatics, v.21, n.21, p.4067-4068, 2005.

BOISSONNAS, C.C.; ABDALAOUI, H.E.; HAELEWYN, V.; FAUQUE, P.; DUPONT,
J.M.; GUT, L.; VAIMAN, D.; JOUANNET, P.; TOST, J.; JAMMES, H. Specific epigenetic
alterations of IGF2-H19 locus in spermatozoa from infertile men. European Journal of

Human Genetics, v.18, p.73-80, 2010.

CARVALHO, J.O.; MICHALCZECHEN-LACERDA, V.A.; SARTORI, R.; RODRIGUES,
F.C.; BRAVIM, O.; FRANCO, M.M.; DODE, M.A.N. The methylation patterns of the IGF2
and IGF2R genes in bovine spermatozoa are not affected by flow-cytometric sex sorting.

Molecular Reproduction and Development, v.79, n.2, p.77-84, 2012.

DOLINQY, D.C.; HUANG. D.; JIRTLE, R.L. Maternal nutrient supplementation counteracts
bisfenol A-induced DNA hypomethylation in early development. Proceeding of the
Nacional Academy of Sciences, v.104, n.32, p.13056-13061, 2007.



66

DOLINQY, D.C.; WEIDMAN, J.R.; WATERLAND, R.A.; JIRTLE, R.L. Maternal ginestein
alters coat color and protects Avy mouse offspring from obesity by modifying the fetal

epigenome. Enviromental Health Perspectives, v.114, n.4, p.567-572, 2006.

FAULK, C.; DOLINQOY, D. C. Timing is everything The when and how of environmentally
induced changes in the epigenome of animals. Epigenetics, v.6, n.7, p.791-797, 2011.

HAJKOVA P. Epigenetic reprogramming in the germline: towards the ground state of the
epigenoma. Philosofical Transactions of the Royal Society B, v.366, p.2266-2273, 2011.

HAJKOVA, P.; ERHARDT, S.; LANE, N.; HAAF, T.; EL MAARI, O.; REIK, W
WALTER, J.; SURANI, M.A.; Epigenetic reprogramming in mouse primordial germ cells.
Mechanisms of Development, v. 117, p.15-53, 2002.

IMAMURA, T.; KERJEAN, A.; HEAMS, T.; KUPIEC, J.; THENEVIN, C.; PALDI, A.
Dynamic CpG and Non-CpG methylation of the Pegl/Mest gene in the mouse oocytes and
preimplantation embryo. Journal of Biological Chemestry, v.280, n.20, p.20171-20175,
2005.

KOBAYASHI, H.; SATO, A.; OTSU, E.; HIURA, H.; TOMATSU, C.; UTSUNOMIYA, T.
SASAKI, H.; YAEGASHI, N.; ARIMA, T. Aberrant DNA methylation of imprinted loci in
sperm from oligospermic patients. Human Molecular Genetics, v.16, p.2542-2551, 2007.

KOTA, S.K.; FEIL, R. Epigenetic transitions in germ cell development and meiosis.
Developmental Cell, v.19, p.675-686, 2010.



67

LALANCETTE, C.; THIBAULT, C.; BACHAND, I.; CARON, N.; BISSONNETTE, N.
Transcriptome alanysis of bull semen with extreme nonreturn rate: use of suppression-
subtractive hybridization to identify functional markers for fertility. Biology of

Reproduction, v.78, p.618-635, 2008.

LEES-MURDOCK, D.J.; WALSH, C.P. DNA methylation reprogramming in the germ line.
Epigenetics, v3, p.5-13, 2008.

LI, J.Y.; LEES MURDOCK, D..; XU, G.L.; WALSH, C.P. Timing of stablishment of

paternal methylation imprints in the mouse. Genomics, v.84, p.952-960, 2004.

LIN, L.; LI,Q.; ZHANG, L.; DAL, Y.; LI, L. Aberrant epigenetic changes and gene expression
in cloned cattle dying around birth. Developmental Biology, v.8, n.14, p.1-19, 2008.

LIU, J.H.; YIN, S.; XIONG, B.; HOU, Y.; CHEN, D.Y.; SUN, Q.Y. Aberrant DNA
methylation imprints in aborted bovine clones. Molecular Reproduction and Development,

v.75, p.598-607, 2008.

MARQUES, C.J.; CARVALHO, SOUZA, M.; BARROS, A. Genomic imprinting in
disruptive spermatogenesis. Lancet, v.363, p.1700-1702, 2004.

MARQUES, C.J.; FRANCISCO,T.; SOUSA, S.; CARVALHO, F.; BARROS, A.; SOUZA,
M. Methylation defects of imprinted genes in human testicular spermatozoa. Fertility and

Sterility, v.94, n.2, p.585-594, 2010.



68

MARQUES, C.J.; PINHO, M.J.; CARVALHO, F.; BIECHE, L; BARROS, A.; SOUSA, M.
DNA methylation imprinting marks and DNA methyltransferase expression in human

spermatogenic cell stages. Epigenetics, v.6, n.11, p.1354-1361. 2011.

MARTINS, C.F. Avaliacdo do potencial de produgdo de embrides bovinos pela técnica de
injecdo intracitoplasmadtica de células espermaticas (intracitoplasmic sperm injection, ICSI).
Dissertagdo de Mestrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterindria e

Zootecnica da Universidade Estadual Paulista Campus de Botucatu. 2001.

Mc DONALD, L.E.; PATERSON, C.A.; KAY, G.F. Bissultife genomic sequencing derived
methylation profile of the Xist gene throughout early mouse development. Genomics, v.54,

p-379-386, 1998.

MELO, E.O.; SOUZA, R.V.; IGUMA, L.T.; FRANCO, M.M.; RECH, E.L.; RUMPF, R.
Isolation os transfected fibroblast clones for use in nuclear and trangene detection in cattle

embryos. Genetics and Molecular Research, v.4, n.4, p.§12-821, 2005.

OAKES, C.C;; LA SALLE, S.; SMIRAGLIA, D.J.; ROBAIRE, B.; TRASLER, J.M.
Developmental acquisition of genome-wide DNA methylation occours prior to meiosis germ

cells. Developmental Biology, v.307, p.368-379, 2007.

OKAMOTO, L; PATRAT, C.; THEPOT, D.; PEYNOT, N.; FAUQUE, P.; DANIEL, N;
DIABANGOUAYA, P.; WOLF, J.P.; RENARD, J.P.; DURANTHON, V.; HEARD, E.
Eutherian mammals use diverse strategies to iniciate X-chromosome inactivation during

development. Nature, v.472, p.370-374, 2011.



69

OSWALD, J.; ENGEMANN, S.; LANE, N.; MAYER, W.; OLEK, A.; FUNDELE, R.;
DEAN, W_; REIK, W.; WALTER, J. Active demethylation of the paternal genome on mouse
zygote. Current Biology, v.10, p.475-478, 2000.

POPLINSKI, A.; TUTTELMANN, F.; KANBER, D.; HORSTHEMKE, B.; GROMOLL, J.
Idiopatic male infertility is strongly associated with aberrant methylation of MEST and

IGF2/H19 ICR1. International Journal of Andrology, v.33, p. 642-649, 2010.

POPP, C.; DEAN, W.; FENG, S.; COKUS, S.J.; ANDREWS, S.; PELLEGRINI, M.;
JACOBSEN, S.E.; REIK, W. Genome-wide erasure of DNA methylation on mouse
primordial germ cells is affected by AID deficiency. Nature, v.463, p.1101-1105, 2010.

RAJENDER, S.; AVERY, K.; AGARWAL, A. Epigenetics, spermatogenesis and male
infertility. Mutation Research, v.727, p.62-71, 2011.

REIK, W. Stability and flexibility of epigenetic gene regulation in mammalian development.

Nature, v.24, p.425-32, 2007.

REIK, W.; DEAN, W.; WALTER, J. Epigenetetic reprogramming in mammalian
development. Science, v.293, p.1089-1093, 2001.

SA, R.; NEVES, R.; FERNANDES, S.; ALVES, C.; CARVALHO, F.; SILVA, J,;
CREMADES, N.; MALHEIRO, I.; BARROS, A.; SOUSA, M. Cytological na expression
studies and quantitative analysis of the temporal and stage-specific effects of follicle-

stimulationg hormone and testosrerone during cocultures of the normal human seminiferous

epithelium. Biology of Reproduction, v.79, p.962-975, 2008.



70

SAITOU, M.; BARTON, S.C.; SURANI, M.A. A molecular programme for the specification
of germ cell fate in mice. Nature, v.418, p.293-300, 2002.

SASAKI, H.; MATSUI, Y. Epigenetics events in mammalian germ-cell development:
reprogramming and beyond. Nature Reviews Genetics, v.9, p.120-140, 2008.

SEKI, Y., HAYASHI, K., ITOH, K., MIZUGAKI, M., SAITOU, M., MATSUI, Y. Extensive
and orderly reprogramming of genome-wide chromatin modifications associated with
specification and early development of germ cells in mice. Developmental Biology, v.278,

p-440-458, 2005.

SHEN, C.J.; CHENG, W.T.; WU, S.C.; CHEN, H.L.; TSAI T.C.; YANG, S.H.; CHEN, C.M.
Differential differences in methylation status of putative imprinted genes among cloned swine

genomes. Plos One, v.7,n.2, 2012.

STOUDER, C.; DEUTSCH, S.; PAOLONI-GIACOBINO, A. Superovulation in mice alters
the methylation pattern of imprinted genes in the sperm of the offspring. Reproductive

Toxicology, v.28, p.536-541, 2009.

SURANI, M.A.; HAYASHI, K.; HAJKOVA, P. Genitic and epigenetic regulators of
pluripotency. Cell, v.128, p.747-762, 2007.

WEIDMAN, J.R.; DOLINOY, D.C.; MURPHY, S.K.; JIRTLE, R.L. Cancer susceptibility:
epigenetic manifestation of environmental exposures. The Cancer Journal, v.13, n.1, p.9-16,

2007.



71

WHITELAW, N.C.; WHITELAW, E. Transgenerational epigenetic inheritance in health and
disease. Current Opinion in Genetics and Development, v. 18, p.273-279, 2008.

WOSSIDLO, M.; ARAND, J.; SEBASTIANO, V.; LEOIKOV, K.; BOIANI, M.
REINHARDT, R.; SCHOLER, H.; WALTER, J. Dynamic link of DNA demethylation, DNA
strand breaks and repair in mouse zygotes. EMBO Journal, v.29, p.1877-1888, 2010.

WUTZ, A. Gene silencing in X-chromosome inactivation: advances in understanding

facultative heterochromatin formation. Nature, v.12, p.542-553, 2011.



