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RESUMO 

 

IMPACTOS DO USO DA S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEÍNA (SAH) COMO 

AGENTE DESMETILANTE DE DNA NO SISTEMA DE CULTIVO CELULAR DE 

BOVINOS 

 

Juliana Mayumi de Azevedo
1
, Maurício Machaim Franco

1,2 

1
Faculdade de Agronomia e Veterinária - UnB, DF, 

2 
Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia. 

Fatores epigenéticos são responsáveis por controlar a expressão de genes e diferenciação 

durante a vida celular. Dentre eles, a metilação do DNA é o mais estudado. Cada tipo celular 

possui um padrão epigenético altamente especializado. Após a fecundação natural ou 

clonagem por transferência nuclear (TNCS), um padrão epigenético préexistente deve ser 

apagado e restabelecido para garantir o correto desenvolvimento embrionário. Porém, nos 

clones, essa reprogramação é ineficiente mas é possível que o uso de substâncias 

desmetilantes de DNA utilizadas durante o cultivo celular de células doadoras de núcleo possa 

desmetilar o DNA, aumentando a eficiência da técnica. O objetivo desse estudo foi avaliar, 

em fibroblastos bovinos, o efeito da S-Adenosil-L-Homocisteína (SAH) na viabilidade 

celular, metilação de DNA e expressão do transcrito específico do gene XIST responsável 

pela inativação do cromossomo X. Células foram cultivadas em meio de cultivo DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium -Gibco®), suplementado com 0.5mM, 1.0mM, 1.5mM 

e 2.0mM de SAH (Sigma®), incubado a 39°C e 5% de CO2. O padrão de metilação do DNA 

foi avaliado através do sequenciamento de sequências de DNA tratadas com bissulfito de 

sódio, usando o kit EZ DNA methylation Kit™ (ZymoResearch®), para converter citosinas 

não metiladas. O RNA total das células foi extraído com o kit RNeasy Plus Micro kit 

(Qiagen®) e o transcrito de XIST foi quantificado por PCR em tempo real, usando GAPDH e 

CYC-A como controles endógenos. O número de células foi comparado entre o grupo 

controle e os grupos tratados com 0.5mM, 1.0mM, 1.5mM e 2.0mM de SAH e a metilação do 

DNA e a expressão entre o grupo controle e o grupo tratado com 2.0mM de SAH. Não houve 

diferença na viabilidade celular, metilação de DNA e expressão gênica entre os tratamentos. 

O grupo controle apresentou 100% de sequências hipermetiladas e 87,58% de metilação e o 

grupo tratado com 2.0mM de SAH apresentou 92,86% de sequências hipermetiladas e 

82,35% de metilação. O uso do SAH como agente desmetilante no cultivo celular é uma 

alternativa viável que continua sendo estudada. Acredita-se que um processo de desmetilação 
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é induzido pelo uso do SAH durante o cultivo celular, contribuindo para o aumento da 

eficiência da TNCS. Contudo, é necessário avaliar outras concentrações e diferentes tempos 

de cultivo com o SAH. 

 

Palavras chave: Fibroblastos, Bovino, SAH, metilação de DNA, XIST. 

 



xii 

 

 

 

ABSTRACT 

 

IMPACTS OF USING S-ADENOSYL-L-HOMOCYSTEINE IN BOVINE CELL CULTURE 

SYSTEM 

 

Juliana Mayumi de Azevedo
1
, Maurício Machaim Franco

1,2 

1
School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 

2
 Embrapa Genetic Resources and 

Biotechnology 

 

Epigenetic factors are responsible for controlling gene expression and differentiation through 

the cell life. Among them, DNA methylation is the most studied. Each cell type possesses a 

specific and highly specialized epigenetic pattern. After natural fertilization or cloning by 

somatic cell nuclear transfer (SCNT), a pre-existing epigenetic pattern must be erased and 

reestablished to ensure correct embryo development. However, in cloning this reprogramming 

is inefficient and it is possible that the use of a DNA demethylating substance can improve the 

efficiency of the technique. The aim of this study was to evaluate, in bovine skin fibroblasts, 

the effects of S-(5’-adenosyl)-L-homocysteine (SAH) on cell viability, DNA methylation and 

expression of the X-inactive specific transcript (XIST) gene. Cells were cultivated in 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Gibco
®

) supplemented with 0.5mM, 1.0mM, 1.5mM e 

2.0mM of SAH (Sigma
®
) incubated at 39°C with 5% CO2 in air. The pattern of DNA 

methylation was assessed by bisulfite sequencing, using the EZ DNA methylation Kit™ 

(ZymoResearch
®

) to convert unmethylated cytosines. Total RNA was extracted with the 

RNeasy Plus Micro kit (Qiagen
®
) and the XIST transcript was quantified by qPCR using 

GAPDH and CYC-A as endogenous controls. The number of cells was compared among 

0.5mM, 1.0mM, 1.5mM e 2.0mM of SAH and control groups and DNA methylation and gene 

expression between control and 2.0mM groups. There were no differences in cell viability, 

DNA methylation and gene expression among treatments. Control group showed 100% of 

hypermethylated sequences and 87.58% of methylation and the 2.0mM group showed 92.86% 

of hypermethylated sequences and 82.35% of methylation.The use of SAH as a DNA 

demethylating agent in cell culture is a viable alternative and still little studied. It is believed 

that a demethylation process is induced by the useof SAH in the culture, contributing to 

increase the efficiency of SCNT. However, it is necessary to evaluate other concentrations 

and different times of cultivation with SAH. 

Keywords: Fibroblasts, Bovine, SAH, DNA methylation, XIST. 
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Figura 2.6.  

 

 

 

Análise de metilação do gene XIST em linhagem celular de 

fibroblasto de bovino tratada ou não com SAH. A e B - Cada 

linha representa um clone, onde cada círculo equivale a um 

dinucleotídeo CpG (total de 17 CpG). Círculo preto indica 

citosina metilada enquanto círculo branco não metilada. A- 

Grupo controle, com 100% de sequências hipermetiladas. B- 

Grupo tratado com 2,0mM de SAHcom 92,86% de sequências 

hipermetiladas. C- Gráfico mostrando a porcentagem de 

metilação do DNA (média ± erro padrão) para os dois 

tratamentos (A – 87,58%±1,16989 B – 82,35%±5,65803).  
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CAPÍTULO 1



1 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

Com o avanço tecnológico e novos conhecimentos científicos, muitas 

biotecnologias têm sido desenvolvidas para a geração e multiplicação de animais mais 

produtivos. Dentre essas biotecnologias podem ser citadas a inseminação artificial (IA), 

transferência de embriões (TE), produção in vitro de embriões (PIV), clonagem por 

transferência nuclear (TN) e a transgenia. 

A técnica da transferência nuclear, cujo princípio consiste na fusão de uma 

célula diplóide (embrionária, fetal ou adulta) com um ovócito enucleado (Fulka et al., 1998), 

apresenta-se como poderosa ferramenta biotecnológica. A utilização de células de cultura 

primária na produção de animais clonados com o emprego da técnica de TN constitui 

alternativa mais eficiente para a produção de bovinos transgênicos, objetivando a produção de 

proteínas de interesse humano e produção de animais mais resistentes e produtivos (revisto 

por Mello., 2003). 

Mas apesar do uso dessa ferramenta ter aumentado de maneira significativa, 

sua eficiência ainda é baixa (Westhusin et al., 2001). O cultivo in vitro, como a composição 

dos meios de cultivo, condições atmosféricas oferecidas in vitro, manipulação dos ovócitos e 

embriões, podem influenciar sua eficácia (Harvey et al., 2004; Gardner & Lane., 2005; Correa 

et al., 2008). Além disso, falhas de reprogramação das características epigenéticas das células 

somáticas causam alterações na expressão gênica global e nos genes imprinted, 

comprometendo a produção e a qualidade dos embriões (Xue et al., 2002; Yang et al., 2005). 

Após uma fecundação natural, um padrão epigenético preexistente nos gametas 

tem que ser desfeito para em seguida ser restabelecido. Essa reprogramação epigenética 

também deve ocorrer na clonagem, após a transferência nuclear, ou seja, a célula doadora 

necessariamente deve ter seu padrão epigenético desfeito para depois ocorrer a 

reprogramação. Estudos mostram que na clonagem essa reprogramação não acontece ou 

acontece de forma incompleta (revisto por Sasaki & Matsui., 2008). 

Substâncias desmetilantes de DNA têm sido utilizadas em estudos mostrando 

uma significativa redução dos níveis de metilação existentes, induzindo a expressão de genes 

regulados por metilação, como por exemplo, genes supressores de tumor, podendo assim 

reverter a situação clínica do câncer (Aparicio et al., 2003). Essas substâncias também têm 

sido utilizadas durante o cultivo celular de células doadoras de núcleo a fim de se obter uma 
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desprogramação antes da transferência nuclear (Jeon et al., 2008). Desprogramando o núcleo 

antes da TN, a reprogramação epigenética poderá ocorrer de forma completa após a fusão, 

aumentando assim o sucesso da técnica. Essas substâncias não podem, porém ser mais um 

componente que irá comprometer o sucesso da técnica, tornando-se muito importante que 

substâncias desmetilantes não apresentem citotoxicidade celular, como por exemplo a S- 

adenosil-L-homocisteína (SAH), que além de ser uma molécula normalmente produzida nas 

células (Cantoni., 1952), é uma substância não análoga de nucleosídeo (Purohit et al., 2007). 

Neste experimento foi analisado o padrão de metilação de uma ilha CpG 

localizada no éxon 1 do gene XIST e sua expressão em fibroblastos bovinos cultivados com a 

SAH. Este gene é controlado por fatores epigenéticos e está envolvido na inativação do 

cromossomo X (ICX) (Heard & Disteche., 2006), apresentando alterações em embriões 

produzidos in vitro e embriões provenientes da TN (Xue et al., 2002; Dindot et al., 2004; 

Yang et al., 2005; Liu et al., 2008). 

Os processos epigenéticos ainda são pouco conhecidos em várias espécies 

animais, inclusive na bovina, necessitando de mais estudos para melhor entender a 

reprogramação epigenética e assim subsidiar o desenvolvimento de protocolos mais eficientes 

de clonagem por transferência nuclear. 
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1.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar, em fibroblastos bovinos, os efeitos do cultivo in vitro e do uso da S-

adenosil-L-homocisteína sobre a viabilidade celular, padrões de metilação do DNA e 

expressão gênica. 

 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

a) Estabelecer o cultivo in vitro de fibroblastos em meios com diferentes concentrações de S-

adenosil-L-homocisteína (SAH); 

b) Avaliar a dinâmica de crescimento de fibroblastos de bovinos cultivados com a SAH; 

c) Quantificar o padrão de metilação da região diferencialmente metilada (DMR) do éxon 1, 

que controla a expressão do gene XIST nas células cultivadas com diferentes 

concentrações de SAH; 

d) Quantificar a expressão do gene XIST nas células cultivadas com diferentes concentrações 

de SAH; 
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1.3 HIPÓTESES 

 

 

Fibroblastos bovinos cultivados in vitro com a S- adenosil- L- Homocisteína 

apresentam um padrão de DNA hipometilado. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Epigenética 

 

 

O avanço no conhecimento sobre processos biológicos de plantas e animais se 

deu muito devido ao seqüenciamento genômico de várias espécies. No entanto, a 

determinação dos padrões de expressão gênica não depende apenas da seqüência primária de 

DNA. A organização da cromatina exerce função chave neste processo: regiões menos 

compactadas da cromatina (eucromatina) são mais acessíveis à transcrição, já as regiões mais 

compactadas da cromatina (heterocromatina) são menos acessíveis à transcrição. Sabe-se que 

muitos eventos epigenéticos são responsáveis por controlar essa organização e 

consequentemente a expressão de genes ao longo da vida de uma célula (revisto por Lund & 

van Lohuizen., 2004). O termo epigenética é uma área da genética que estuda todas as 

mudanças reversíveis e herdáveis no genoma funcional capazes de alterar a expressão gênica 

e o fenótipo das células, sem alterar, porém a seqüência primária de nucleotídeos do DNA 

(Santos & Dean., 2004; Sasaski & Matsui., 2008; Dupont et al., 2009). 

Já se conhecem alguns tipos de marcações epigenéticas que regulam o 

funcionamento do genoma ao longo da vida. As mais conhecidas são metilação de DNA, 

metilação, acetilação, fosforilação, ubiquitinição, SUMOilação, nitrilação, ADP-ribosilação, 

glicosilação entre outras modificações pós-traducionais (PTMs) que as histonas sofrem, 

conhecido como código das histonas (Junuwein & Allis., 2001). 

Todos estes mecanismos parecem estar interligados para a organização 

estrutural da cromatina, controle dos genes imprinted, para o silenciamento de elementos 

repetitivos do genoma, para a inativação do cromossomo X, regulação da expressão gênica, 

diferenciação celular contribuindo para a formação dos tecidos e ao processo do 

desenvolvimento embrionário (revisto por Bird et al.,  2002; revisto por Bernstein & Lander., 

2007). 

Além disso, os fatores epigenéticos são fortemente influenciados pelo 

ambiente. Alterações ambientais como, ataque de patógenos, tipo de alimentação, 

temperatura, podem acarretar em mudanças epigenéticas. 
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O estudo da epigenética portanto, tornou- se essencial para o melhor 

entendimento da genômica funcional (Furlan, et al., 2012). 

 

2.2 Metilação de DNA 

A metilação do DNA constitui uma das mais estáveis modificações 

epigenéticas conhecidas e parece ser a principal responsável pela herança epigenética entre as 

gerações (NG & Gurdon., 2005; Tchurikov., 2005). Além disso, desempenha importante 

função na regulação de muitos processos biológicos em animais vertebrados, plantas e fungos 

(Colot & Rossignol., 1999), por isso é um dos eventos epigenéticos mais estudados. 

Estudos mostram que através de uma evolução de um mecanismo de defesa, a 

metilação do DNA surgiu para combater genomas parasitários presentes em bactérias, que 

utilizam metilação para proteger o próprio DNA da ação de enzimas de restrição (Kaneko 

Ishino & Khoda Ishino., 2003). 

A metilação é uma ligação covalente ao DNA, estável, que ocorre pela adição 

de um grupamento metil (CH3), proveniente da S-adenosil metionina, no carbono 5 das bases 

nitrogenadas citosinas, localizadas na posição 5´ das guaninas na molécula de DNA, 

resultando na base modificada 5-metilcitosina (Figura 1.1). 

Em torno de 70 a 80% das 5-metilcitosinas do genoma dos mamíferos estão 

concentradas em regiões de intensa repetição conhecidas como ilhas CpG, localizadas 

principalmente nas regiões promotoras de alguns genes, e um percentual muito menor 

localizado nas seqüências CpNpG (N = qualquer nucleotídeo) (Ramchandani et al., 1999). 

As ilhas CpGs representam aproximadamente 3% do genoma total e são foco 

de pesquisas em câncer, no processo de diferenciação celular e na clonagem de mamíferos 

(Gebert et al., 2009). 

 

 

Figura 1.1- Estrutura química do processo de metilação do DNA (CMLS Cell. Mol. Life Sci 

59 (2002). 
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A principal função da metilação é a repressão da expressão gênica, que é 

baseada em dois mecanismos. O primeiro consiste no impedimento da ligação dos fatores de 

transcrição à molécula de DNA, que se dá através da metilação das CpGs no DNA. Na 

maioria dos mamíferos, as regiões CpGs possuem sítios de reconhecimento e ligação, nos 

quais a maquinaria transcricional requer contato para que ocorra sua ligação com a molécula 

de DNA. A metilação dos fatores de transcrição ou das regiões CpGs impedem essa ligação, 

reprimindo assim a expressão gênica (Iguchi-Ariga& Schaffner., 1989; Robertson et al., 2000, 

2004). O segundo mecanismo de repressão da transcrição se dá pelas proteínas ligadoras de 

metil (MBD), que ao serem recrutadas se ligam ao DNA metilado, impedindo a ligação dos 

fatores de transcrição. As proteínas ligadoras de metil que estão envolvidas na repressão 

transcricional são: MBD1, MBD2, MBD3 e MeCP2 (proteína ligadora de metil CpG2) (NG et 

al., 1999). A MBD1 e a MeCP2 participam do recrutamento das enzimas histonas 

desacetilases (HDACs) provocando a desacetilação das histonas (remoção do grupo acetila- 

COCH3). A remoção desses grupos provoca a remodelação da cromatina para uma forma 

mais compactada, impedindo assim a transcrição gênica. Já a MBD2 e MBD3 fazem parte de 

outra estrutura protéica, a MeCP1, que se liga ao DNA silenciando a transcrição (NG et al., 

1999). Estudos mostram que a MeCP1 causa silenciamento transcricional apenas 

transitório,por possuir menor afinidade à molécula de DNA do que a MeCP2, que gera um 

silenciamento permanente (NG et al., 1999). 

De maneira geral, ocorre silenciamento da transcrição de genes quando há 

hipermetilação de regiões promotoras, enquanto a hipometilação está associada à transcrição 

destes genes (NG et al., 1999). 

As ilhas CpG geralmente estão localizadas em diferentes regiões, regiões 

promotoras, regiões diferencialmente metiladas (DMR) ou em regiões controladoras de 

impriting (ICR) (Gebert et al., 2009). A metilação de DNA, de modo geral, interfere na 

expressão gênica auxiliando no controle dessa expressão. A região promotora pode receber 

essa metilação, podendo ser um evento comum aos dois alelos. Já em regiões 

diferencialmente metiladas (DMR) a metilação ocorre em apenas um dos alelos de uma região 

promotora, o que ocorre com os genes imprinted. Se a metilação estiver fora da região 

promotora, mas for responsável pela manutenção de um locus de um gene imprinted, refere-se 

a uma região controladora de imprinting (ICR) (Gebert et al., 2009). 

As enzimas envolvidas no processo de metilação pertencem à família das DNA 

metiltransferases (DNMTs). As DNMTs são enzimas responsáveis tanto pela metilação de 
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manutenção, quanto pela metilação de novo dos dinucleotídeos (Swales & Spears., 2005). A 

metilação de manutenção é relacionada à replicação do DNA (Leonhardt et al., 1992), 

enquanto que a metilação de novo é observada durante a gametogênese e em embriões no 

início do desenvolvimento (Jähner et al., 1982). As enzimas DNA metiltransferases 

envolvidas nesses dois processos são: DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3L. 

Na tentativa de entender melhor o envolvimento dessas enzimas nos processos 

de metilação, alguns estudiosos realizaram experimentos de knockout gênico em 

camundongos e células tronco embrionárias. No knockout do gene DNMT1, observou- se uma 

extensa desmetilação de todas as seqüências examinadas (Li et al., 1992; Lei et al., 1996). 

Além disso, a proteína DNMT1 foi identificada no sítio de replicação do DNA. Esses 

resultados geram evidências de que a DNMT1 funciona como a principal metiltransferase de 

manutenção, garantindo a replicação dos padrões de metilação do DNA após cada ciclo de 

divisão celular, metilando o DNA hemimetilado. A proteína responsável por esse processo é a 

UHRF, que reconhece a fita hemimetilada e recruta a DNMT1, sustentando o perfil 

epigenético (Barreto et al., 2007). 

Já as DNMT3A e DNMT3B mostraram uma estrita relação com a metilação de 

novo. Estudos mostraram que o knockout desses genes em camundongos e células tronco 

embrionárias causou uma desorganização na metilação de novo, acarretando morte 

embrionária durante o desenvolvimento (Okanoet al., 1999). Porém, no knockout da DNMT2 

nas mesmas células, não foi observado perturbação na metilação de novo ou na metilação de 

manutenção, mostrando que a mesma pode não estar envolvida neste processo (Okano et al., 

1998). O envolvimento da DNMT1 neste processo é incerta. 

No knockout do gene DNMT3L de camundongos, regiões imprinted não 

apresentaram metilações, levando a expressão bialélica desses genes (Bourc’his et al., 2001; 

Hata et al., 2002; Kaneda et al., 2004), mostrando que embora não apresente atividade 

catalítica, ou seja, não possua um sítio ativo, a DNMT3L auxilia no estabelecimento do 

imprinting materno (Bourc’his et al., 2001) e desempenha importante papel na regulação do 

estabelecimento dos genes imprinting. 
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2.3 Código das histonas 

 

Nos eucariontes, a unidade fundamental da cromatina é o nucleossomo, que 

consiste em um complexo protéico formado por quatro pares de proteínas, as histonas. As 

histonas são as principais proteínas que compõem a cromatina, formam uma ―matriz‖ na qual 

o DNA se enrola, possuem importante papel na conformação da cromatina e 

conseqüentemente na expressão gênica (Jenuwein & Allis., 2001; Chakravarthy et al., 2005). 

O nucleossomo é formado por oito moléculas de histonas, duas cópias da H3, 

H4, H2a e H2b, que são constituídas por 102 a 135 aminoácidos. Esse octâmero encontra-se 

envolto de DNA contendo aproximadamente 146 pares de nucleotídeos, além disso, encontra- 

se ligado a outra histona, a histona H1( Zhou et al., 1998; Sivolob et al., 2003). 

A histona H1 possui cerca de 220 aminoácidos e liga- se externamente ao 

centro do nucleossomo e ao DNA, formando uma fibra e enrolando o DNA de uma forma 

ainda mais eficaz. Essa classificação, H1, H2a, H2b, H3 e H4 se dá em função da proporção 

de aminoácidos lisina e arginina presentes nas histonas, que conferem a essas estruturas uma 

carga positiva, formando um complexo juntamente com os grupos fosfatados do DNA, que 

são carregados negativamente ( Zhou et al., 1998; Sivolob et al., 2003). 

Além disso, as extremidades N-terminais de todas as histonas, exceto a H1, se 

estendem na superfície do nucleossomo e podem sofrer várias modificações pós-traducionais 

(PTM), podendo assim modificar a estrutura da cromatina (revisto por Jenuwein & Allis., 

2001). As PTMs mais estudadas são a acetilação, a metilação (mono, di e trimetilação) e a 

fosforilação (Strahl & Allis., 2000; Li., 2002; Delcuve et al., 2009). Essas modificações estão 

relacionadas ao grau de compactação, manutenção da cromatina e conseqüentemente na 

regulação dos genes (Dean et al., 2003). 

Estudos mostram que as lisinas metiladas estão envolvidas no silenciamento 

gênico de heterocromatina, e que a metilação das argininas está envolvida com o processo de 

ativação de genes (Fischele et al., 2005). 

As histonas podem receber essas alterações pós-traducionais em vários 

resíduos de aminoácidos diferentes. Existem mais de 60 resíduos diferentes com modificações 

que foram detectados por meio de anticorpos específicos (Kouzarides., 2007), por exemplo, 

mono, di, e trimetilação da lisina 9 da histona 3 (H3K9), dimetilação da lisina 4 da histona H3 

(H3K4me2), metilação da lisina 20 da histona H4 (H4K20me), entre outros (Kouzarides., 

2007). 
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A hipoacetilação das histonas H3 e H4, hipometilação da lisina 4 da histona H3 

e a hipermetilação da lisina 9 da histona H3, levam a cromatina a uma estado de 

heterocromatina, ou seja, transcricionalmente inativa (Jasencakova et al., 2003). Essas 

―combinações‖ de fatores epigenéticos não são aleatórias, eacredita- se que a ação das 

enzimas ocorra de forma organizada e sincronizada, um fator funcionando como uma âncora 

para recrutar outros efetores (Grewall Jia., 2007; Jasencakova et al., 2003). 

Existem algumas hipóteses que explicam a interação entre a metilação das 

histonas e a metilação do DNA. Jackson e colaboradores em 2002 sugerem que a metilação 

das histonas ligada a proteínas de heterocromatina podem recrutar DNMTs e metilar o DNA. 

Outro modelo sugere que proteínas que dependem de ATP e da atividade de DNA helicase, 

acabam remodelando o DNA aumentando assim o acesso à estrutura do nucleossomo e 

facilitando a metilação do DNA e modificações das histonas por ação das DNMTs, HDACs e 

HTMs (revisto por Li., 2002). Há ainda um modelo que relata que após o DNA ser metilado 

pelas DNMTs essa nova estrutura recruta proteínas ligantes a metil-CpG desacetilando as 

histonas por enzimas histonas desacetilases (HDAC), podendo também ser metilado por 

histonas metiltransferases (HTM) (Jackson et al., 2002). 

O código das histonas é, portanto formado pela grande variedade de 

modificações que as histonas podem sofrer, incluindo o alto número de resíduos que podem 

ser modificados dentro da cauda das histonas. Essas alterações individuais ligadas aos vários 

processos nucleares formam combinações específicas que determinam funções também 

específicas (Jasencakova et al., 2003). 

 

 

2.4 Imprinting genômico 

 

 

O imprinting genômico consiste na expressão monoalélica dos genes de acordo 

com a sua origem parental, ou seja, ao contrário dos genes mendelianos, há expressão de 

apenas uma, entre as duas cópias herdadas de um gene (Reik & Walter., 2001). Os genes 

imprinted paternos têm o alelo paterno epigeneticamente modificado, impedindo a transcrição 

e garantindo a expressão monoalélica do gene materno, e vice e versa. O imprinting genômico 

gera diferentes fenótipos, dependendo da origem do alelo, paterna ou materna (Alho., 2004). 
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Experimentos demonstraram que ambos os genomas parentais são necessários 

para o desenvolvimento de mamíferos e foi possível demonstrar que a função dos genomas 

paterno e materno não é equivalente (Barton et al., 1984). Em mamíferos foram descritos 

atualmente cerca de 80 genes regulados por imprinting (www.geneimprint.com), esses genes 

são importantes para o crescimento embrionário, controle do ciclo celular, padrões de 

comportamento e o desenvolvimento placentário (Li et al., 1998; Isles & Wilkinson., 2000; 

Reik & Walter., 2001; Fitzpatrick et al., 2002). 

Um dos mecanismos da repressão da expressão gênica nos genes imprinted é 

alto nível de compactação da cromatina, ocasionada principalmente pela metilação do DNA, 

gerando maior resistência à transcrição, como no caso do gene XIST (Reik et al., 1987). Este 

mecanismo pode ser causado por variados graus de metilação do DNA (Alho., 2004). 

Como os genes imprinted estão localizados em grupos e geralmente são 

controlados por elementos que se ligam na região controladora de imprinting (ICR) ou centros 

de imprinting (IC) (Edwards & Ferguson- Smith., 2007) outro mecanismo envolvido no 

controle da expressão desses genes é a proteína isolatória CTCF, que se liga em ICRs não 

metiladas ou hipometiladas, contribuindo para bloquear o acesso dos fatores de transcrição ao 

promotor (Matsuzaki et al., 2010). As ICRs são sequências de DNA ricas em CpG que, no 

caso de genes imprinted, são metiladas em um dos dois gametas parentais. 

Um exemplo da atuação da proteína CTCF é o controle da expressão dos genes 

IGF2 e H19 que estão localizados adjacentes, no cromossomo 29 e compartilham os mesmo 

enhancers. No alelo materno a ICR presente na H19 encontra-se desmetilada, então a proteína 

insuladora CTCF se liga à ICR impedindo o acesso dos enhancers ao promotor do gene IGF2, 

ativando assim o promotor do H19. No alelo paterno, a ICR do H19 encontra-se 

hipermetilada, portanto, não há ligação da proteína CTCF, permitindo que enhancers ativem o 

promotor de IGF2 expressando esse gene e bloqueando a expressão de H19 (Yang et al., 

2003; Murrel et al., 2004). 

Outro modelo de controle da expressão gênica é a regulação do gene XIST. 

Pode ser controlado direta ou indiretamente por fatores de pluripotência, pela transcrição do 

gene TSIX, um gene que transcreve um RNA antisense ao XIST, pelo RNA repA, que junto à 

um complexo protéico (PRC2), se liga ao promotor do gene XIST aumentando sua 

transcrição. O RNA XIST por sua vez, cobre o cromossomo em cis e recruta fatores 

epigenéticos e outros complexos protéicos para que a inativação de um cromossomo X seja 

mantida (Del Arenal et al., 2011). 

http://www.geneimprint.com/
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O imprinting genômico é um processo passível de erros, como por exemplo, 

mutações. Caso ocorra mutação no alelo silenciado, nenhum efeito pode ser obviamente 

esperado. Se ocorrer no alelo ativo, poderá haver ausência de produção de uma determinada 

proteína; porém, se ocorrer no Centro de Imprinting, poderá acometer um número maior de 

genes devido à sua maior abrangência (Greally& State., 2000). 

Existem outras regiões, as DMRs que fazem parte dos ICRs. Essas regiões são 

estabelecidas na linhagem germinativa. Quando há alto nível de metilação do DNA no 

espermatozóide e ausência de metilação no ovócito resulta um imprinting paterno. A situação 

inversa resulta em um imprinting materno. Essa metilação parental específica é mantida ao 

longo do desenvolvimento, sem sofrer o efeito da reprogramação de novoque ocorre após a 

fecundação (Tremblay et al., 1995). 

  

 

2.5 Reprogramação epigenômica 

 

 

A reprodução em mamíferos é um processo ordenado, após a união das células 

germinativas um zigoto indiferenciado e totipotente é formado. Ao longo do 

desenvolvimento, uma série de tipos celulares diferenciados e específicos passa a fazer parte 

do indivíduo adulto (Surani., 2001). 

O primeiro ciclo de reprogramação nuclear ocorre após a fecundação. Como 

cada gameta possui sua marca epigenética, após a fecundação, é necessário que ocorra uma 

reprogramação no genoma do zigoto pré- formado, para que essas marcas epigenéticas 

gaméticas sejam apagadas e sejam estabelecidas marcas embrionárias. Nesta fase, um 

processo de desmetilação do DNA é iniciada, em ambos os genomas, paterno e materno, além 

do apagamento de outras marcas epigenéticas (Reik et al., 2001;Morgan et al., 2005) (Figura 

1.2). 

Em camundongos, o genoma do espermatozóide é ativamente desmetilado, 

após 4 horas da fecundação, sofrendo uma rápida perda de metilação de DNA. Estudos 

mostram que essa rápida desmetilação é ocasionada pela ligação de proteínas com complexos 

desmetilases, que aceleram esse processo (Barreto et al., 2007; Ma et al., 2009). Além disso, 

o gameta masculino precisa substituir rapidamente as protaminas por histonas acetiladas, 
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originadas do citoplasma do ovócito (Heijden et al., 2005), para que inicie a duplicação do 

seu material genético (Kitsberg et al., 1993) (Figura 1.2). 

Enquanto que no genoma proveniente do gameta feminino ocorre uma 

desmetilação passiva, após o estágio de 2 células até o estágio de 8-16 células, deixando de 

ser metilado durante as divisões celulares (revisto por Reik& Walter., 2001) (Figura 1.2). 

Essa onda de desmetilação dos genomas provenientes dos gametas ―apaga‖ 

quase todo o padrão de metilação herdado dos pais, exceto dos genes imprinted, sendo 

seguida de um processo de metilação de novo que ocorre durante o desenvolvimento 

embrionário inicial, estabelecendo assim os padrões de metilação do embrião (Mann & 

Bartolomei., 2002). Nos bovinos, a metilação de novo ocorre a partir do estágio de 8 a 16 

células (Monk et al., 1987; Sanford et al ., 1987; Kafri et al., 1992; Reik et al., 2001; Young 

& Beaujean., 2004) (Figura 1.2). 

Como citado anteriormente, os genes imprinted não sofrem essa reprogramação 

durante a embriogênese. Esses genes devem manter o seu padrão de metilação durante essa 

fase, que é controlado por fatores epigenéticos (Gehring et al., 2009). Estudos mostram que 

alguns centros reguladores de imprinting (ICRs) não sofrem o processo de desmetilação por 

estarem protegidos por um complexo de proteínas e enzimas, e que regiões diferencialmente 

metiladas individuais são importantes para a expressão dos genes imprinted (revisto por Feil 

& Khosla., 1999). 
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Figura 1.2- Dinâmica da metilação ocorrendo durante o desenvolvimento normal e em 

clones. A - Em camundongos, a linha azul representa a desmetilação ativa do genoma parteno 

e a linha vermelha a desmetilção passiva do genoma materno. A linha roxa (NT- transferência 

nuclear) representa os embriões clones, mostrando uma desmetilação incompleta após a 

transferência. B - Em bovinos, ocorre desmetilação ativa e passiva e metilação de novo no 

estágio de oito a dezesseis células. Já em embriões clones a metilação de novo começa a 

ocorrer no estágio de quatro células. ICM- massa celular interna. TE- trofectoderma 

(Modificado deYang et al., 2007). 

 

A desmetilação do genoma do embrião formado é realizada por fatores 

genéticos do ovócito, assim como a reprogramação epigenética global do mesmo. Com isso, 

estudos indicam que danos na estrutura do citoplasma do ovócito ou aquisição de fatores 

estranhos a ele podem comprometer esse processo (Surani., 2001). 

Sinclair e colaboradores em 2000, afirmaram que, perdas citoplasmáticas e 

introdução de fatores somáticos ao ambiente embrionário podem ocorrer durante técnicas de 

reprodução assistida, como a transferência nuclear. Esses tipos de danos podem comprometer 

o processo de reprogramação e conseqüentemente alterar a programação da expressão de 

diversos genes (Humpherys et al., 2002;Yang et al., 2007). Em processos de transferência 

nuclear, a falta de reprogramação ou a reprogramação incompleta dos núcleos doadores, 

podem comprometer a viabilidade embrionária (Kang et al., 2001). 
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No segundo ciclo de reprogramação nuclear, apenas no genoma das células 

germinativas primordiais (CGP) que ocorre a desprogramação da metilação do DNA referente 

aos genes imprinted. Ao longo do processo da gametogênese, as células germinativas 

primordiais devem ter a sua metilação do DNA biparental original apagada e posteriormente 

restabelecida (Pedone et al., 1999), pois indivíduos em desenvolvimento necessitam adquirir 

um padrão epigenético adequado ao sexo nas suas células germinativas (Pedone et al., 1999). 

Além disso, essa reprogramação dos genes imprinted também faz-se necessária 

para que o perfil epigenético herdado seja retirado, reduzindo assim possíveis epimutações 

adquiridas por efeitos ambientais (revisto por Reik et al., 2001). 

Através da metilação de novo, as duas fitas do DNA que estavam desmetiladas 

irão receber um novo padrão de metilação de acordo com sua especificidade celular (Khosla., 

1999), ovócito ou espermatozóide. 

Reik e colaboradores, em um trabalho de 2007, afirmam que em CGPs, 

indivíduos machos e fêmeas estabelecem seu perfil epigenético imprinting em períodos 

totalmente diferentes. Acredita-se que a remetilação nas CGPs femininas ocorra após o 

nascimento, durante o crescimento do ovócito (Matsui., 2008). E nas CGP masculinas, a 

remetilação ocorre mais cedo, no estágio de pró-espermatogônia em embriões de 

camundongos. Em bovinos, o modelo epigenômico in vivo dos genes imprinted nas CGP 

ainda não está estabelecido (Liu et al., 2008). 

 

 

2.6 Clonagem por transferência nuclear 

 

 

A técnica da clonagem foi originalmente desenvolvida em anfíbios para estudar 

os mecanismos envolvidos no processo de diferenciação celular e totipotência embrionária 

(Robl., 1999). 

Em 1981, Illmensee e Hoppe utilizando células de embriões como doadoras de 

núcleo, anunciaram o nascimento de três camundongos clonados, os primeiros clones de 

mamíferos produzidos pela técnica de transferência nuclear. Após várias tentativas e muitos 

estudos, em 1997 Wilmut e colaboradores obtiveram sucesso na clonagem de um mamífero, a 

ovelha Dolly, a partir de uma célula somática diferenciada. Desde então, a clonagem de 

animais adultos já foi relatada em diversas espécies: bovinos (Kato et al., 1998), 
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camundongos (Wakayama et al., 1998), caprinos (Baguisi et al., 1999), suínos (Polejava et 

al., 2000), gatos (Shin et al., 2002), coelhos (Chesne et al., 2002), ratos (Zhou et al., 2003), 

eqüinos (Galli et al., 2003), cervídeos (Burke., 2003), cães (Lee et al., 2005) e furões (Li et 

al., 2006). 

A clonagem por transferência nuclear consiste na produção de indivíduos 

geneticamente idênticos (Fulka et al., 1998) a partir da transferência nuclear de uma célula 

somática (TNCS), na qual uma célula doadora de núcleo ou um carioplasto (núcleo celular 

com um pouco de citoplasma) é introduzido(a) em um ovócito enucleado (citoplasto) que 

sofre uma ativação artificial para o desenvolvimento de um novo indivíduo. No entanto, o 

carioplasto é uma célula diferenciada, possuindo um padrão epigénetico muito diferente dos 

gametas e precisa se tornar indiferenciada novamente para o sucesso da técnica (revisto por 

Jaenisch & Bird., 2003; revisto por Niemann et al., 2008). 

Apesar da utilização e do sucesso da clonagem em várias espécies, a eficiência 

dessa técnica ainda é muito baixa. Em bovinos, ainda durante o período de cultivo in vitro, as 

taxas de desenvolvimento dos embriões reconstituídos têm-se mostrado bastante variáveis, de 

5% a 65% (Westhusin et al., 2001), e os resultados de obtenção de gestações a termo a partir 

de embriões reconstituídos com células somáticas são, em geral, menores que 5% (Cibelli et 

al., 1998; Wells et al., 1999). 

As falhas do desenvolvimento embrionário e de placentação estão entre as 

principais causas de perdas durante a gestação de clones (Hill et al., 2000). Estas alterações 

podem estar relacionadas com as próprias condições de cultivo, como presença de soro e 

aminoácidos (Rinaudo & Schultz., 2004), hormônios (revisto por Lucifero et al., 2004; Sato et 

al., 2007), concentração de oxigênio no sistema in vitro (Correa et al., 2008), que podem 

afetar de maneira negativa a qualidade de embriões produzidos in vitro, causando alterações 

no padrão de metilação do DNA, alterações de genes imprinted e alteração de genes 

relacionados ao desenvolvimento embrionário e de placentação (Shi & Haaf., 2002; Ludwig 

et al., 2004; Sato et al., 2007). Estudos mostram que alterações de genes imprinted, como a 

expressão bialélica dos genes XIST, H19, IGF2 e IGF2R estavam presentes em clones que 

não sobreviveram e uma expressão normal desses genes foi encontrada nos sobreviventes 

(Xue et al., 2002; Yang et al., 2005). 

Outro importante aspecto que deve ser considerado é a qualidade do citoplasma 

do ovócito a ser utilizado, pois este está envolvido em diversos processos após a transferência 

nuclear como, garantir a complementação da meiose, fecundação, garantir as divisões 
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mitóticas no início do desenvolvimento embrionário (Katz Jaffe et al., 2009) e a 

reprogramação epigenética (revisto por Sasaki & Matsui., 2008) até a ativação do genoma 

embrionário (revisto por Solter., 2000). 

Na tentativa de melhorar a eficiência da técnica, alguns estudos têm buscado 

alterar o estado epigenético da célula doadora de núcleo antes da reconstrução, pois o embrião 

proveniente da TN além de se reprogramar em um espaço de tempo mais curto que no sistema 

natural (revisto por Solter., 2000; revisto por Sasaki & Matsui., 2008), a remetilação do DNA 

ocorre antes, no estádio de 4 células (Dean et al., 2001; Kang et al., 2001). 

Consequentemente, as células mantêm um padrão hipermetilado, inviabilizando o 

desenvolvimento. Apenas os embriões que conseguem se reprogramar corretamente são 

capazes de se desenvolver até a fase adulta (revisto por Sasaki & Matsui., 2008). 

Após a reconstrução e a fusão da célula doadora com o citoplasma receptor 

(citoplasto), uma série de reações em cascata ocorre entre o núcleo e o citoplasma e outro 

problema que pode influenciar a competência do desenvolvimento é a herança mitocondrial 

diferente (Fu et al., 2008). 

Características de citoplasma receptor (citoplasto), como seu estágio de 

desenvolvimento e sua posição no ciclo celular, também tem grande importância no sucesso 

da técnica, pois o desenvolvimento do embrião após a TN depende fundamentalmente da 

compatibilidade entre o núcleo doador e o citoplasma receptor (Zakhartchenzo et al., 1997). 

Núcleos em estado quiescente (G0), no qual o ciclo de divisão celular é interrompido 

momentaneamente, assemelham-se às células espermáticas no momento da fecundação, sendo 

esse fato importante para o estabelecimento da correta ploidia do embrião reconstruído, 

mostrando-se mais eficientes na TN (Fulka et al., 1998). 

De qualquer forma, as anormalidades observadas nos animais clonados não são 

transmitidas para as progênies, ou seja, não são herdáveis (Tamashiro et al., 2002; Wells et 

al., 2004; Wells., 2005). Podendo concluir então que as causas dessas anormalidades são 

geradas por falhas de reprogramação das características epigenéticas das células somáticas, 

provocando alterações na expressão gênica global e nos genes imprinted, e não por alterações 

cromossômicas ou mutações do DNA. 

Portanto, almejando-se melhores índices de produção de embriões clones em 

animais, torna-se muito importante entender e controlar os mecanismos epigenéticos 

possivelmente susceptíveis às agressões dos sistemas de produção in vitro para que se obtenha 

um bom núcleo doador (revisto por Eilertsen et al., 2007). 
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2.7 Substâncias desmetilantes de DNA 

 

 

Danos durante o procedimento de TN podem comprometer os processos de 

reprogramação e conseqüentemente alterar a expressão de diversos genes (Humpherys et al., 

2002; Yang et al., 2007), e a reprogramação incorreta de núcleos doadores nesta técnica pode 

comprometer a viabilidade embrionária (Bourc’his et al., 2001; Kang et al., 2001). O embrião 

proveniente da TN mantém um padrão hipermetilado (revisto por Solter., 2000; Dean et al., 

2001; Kang et al., 2001; revisto por Sasaki & Matsui, 2008), o que inviabiliza o 

desenvolvimento embrionário. 

Alguns estudos vêm adicionando ao cultivo celular diferentes substâncias para 

desmetilar o genoma, como por exemplo, a 5-aza-2’-deoxicitidina (zdC), antibióticos 

(Mitramicin A e Nanomicin A), a procainamida, a procaína, a Epigalocatequina-3-galato 

(ECGC), a S-adenosil-L-homocisteina (SAH). Algumas são incorporadas à moléculade DNA, 

como assubstâncias análogas de nucleosídeos, impedindo a ação das DNMTs e 

conseqüentemente a metilação do DNA (Aparicio et al., 2003; Villar-Garea., 2005). Outras 

interagem com enzimas transmetilases, ou seja, impedem a metilação sem incorporar na 

molécula de DNA, as substâncias não análogas de nucleosídeos (Deng et al., 2003). Dentre as 

substâncias não análogas de nucleosídeos está a SAH. 

A 5-aza-2’-deoxicitidina é um análogo da citosina que se incorpora à molécula 

de DNA e se liga irreversivelmente à DNA-metiltransferase (DNMT), inibindo a ação desta 

enzima no processo de divisão celular (Colot & Rossignol.,1999). O uso da 5-aza-2’-

deoxicitidina em diversos estudos mostrou uma significativa redução dos níveis de metilação 

existentes, induzindo a expressão de genes regulados por metilação, como por exemplo, genes 

supressores de tumor, podendo assim reverter a situação clínica do câncer (Villar-Garea., 

2005). 

Experimentos com Mitramicin A resultaram na deleção da DNMT1, reduzindo 

a metilação nas ilhas CpG de genes supressores de tumor bem como a mobilidade das células 

cancerosas (Lin et al.,2007). A Nanaomicin A, outro antibiótico, apresentou resultado 

semelhante quanto à diminuição da metilação e reexpressão de genes supressores de tumor, 

porém a enzima alvo desse antibiótico é a DNMT3a (Kuck et al., 2010). 

A procaína é um anestésico local, de baixa toxicidade, utilizado na medicina e 

na medicina veterinária, e é uma substância não análoga de nucleosídeo que se intercala com 
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a molécula de DNA alterando sua estrutura e impedindo assim a ligação do DNA com outras 

proteínas, como as DNMTs (Zacharia & Koopman., 1990). A procainamida é um análogo 

sintético da procaína, também considerado um inibidor de metilação não análogo de 

nucleosídeo. Apesar do seu mecanismo de ação ainda não estar determinado, estudos mostram 

seu efeito na reativação de genes supressores de tumor (Villar-Garea et al., 2003). 

A ECGC tem sido bastante estudada por ser um dos compostos do chá verde. 

Estudos mostram que a utilização dessa substância in vitro provocou uma desmetilação do 

DNA e reexpressão de genes supressores de tumor, possivelmente através da sua ligação com 

a DNMT1 (Fang et al., 2003). 

O SAH é uma substância endógena, um dos produtos do metabolismo da 

metionina na célula, considerado por Jeon e colaboradores (2008) um importante indutor de 

desmetilação do DNA. 

 

 

2.8 SAM: S-adenosilmetionina/SAH: S-adenosil-L-homocisteína 

 

 

A S-adenosilmetionina (SAM), descoberta em 1952 (Cantoni., 1952), é uma 

substância naturalmente presente nas células do corpo, encontrada no núcleo celular, no 

citoplasma e meio extracelular, proveniente do ciclo da metionina, sendo um cofator 

enzimático envolvido na transferência de grupamentos metil. É formada a partir de adenosina 

tri-fosfato (ATP) e metionina pela enzima metionina adenosiltransferase. As vias metabólicas 

que fazem o uso da SAM são transmetilação, transulfuração e aminopropilação. Apesar destas 

reações anabólicas ocorrerem por todo o corpo, a maioria da SAM é produzida e consumida 

no fígado (Cantoni., 1952). 

O grupamento metil que está ligado ao átomo de enxofre na SAM é 

quimicamente reativo, permitindo a doação deste grupo para um substrato receptor em reação 

de transmetilação. Mais de 40 reações metabólicas envolvem a transferência de grupos metil 

da SAM para vários substratos, como ácidos nucleicos, proteínas e lípidos (Cantoni., 1952). 

A família das DNA metiltransferases que é responsável por catalisar a adição 

do grupamento metil na maioria das reações de transmetilação. Após a transferência desse 

grupamento metil, a SAM é convertida em S-adenosil-homocisteína (SAH) (Fowler., 1997; 

Mudd et al., 2001) (Figura 1.3). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/1952
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenosina_tri-fosfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenosina_tri-fosfato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metionina
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Metionina_adenosiltransferase&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anabolismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Transmetila%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
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A SAH é hidrolisada a adenosina e homocisteína. A homocisteína por sua vez 

pode ser metabolizada através de duas vias: condensada à enzima serina, em reação catalisada 

pela enzima cistationina beta-sintase. Esta via utiliza vitamina B6 como co-fator para formar 

cistationina, que será convertida de forma irreversível a cisteína, este processo se dá pela via 

da transsulfuração (Fowler., 1997; Mudd et al., 2001) (Figura 1.3). 

A segunda via, permite com que a homocisteína seja remetilada através de uma 

complexa reação que envolve a enzima metionina sintase (MS) e é dependente de vitamina 

B12 e ácido fólico, resultando na formação de uma nova molécula de metionina (Fowler., 

1997; Mudd et al., 2001) (Figura 1.3). 

Existem duas vias bioquímicas que recuperam a metionina a partir da 

homocisteína: a do ácido fólico, como citado anteriormente e a da betaína (produto da 

oxidação enzimática da colina). A SAH é recuperada então em metionina e inicia-se o ciclo 

novamente (Klee et al., 1961) (Figura 1.3). 

 

 

 

Figura 1.3- Representação esquemática do metabolismo da homocisteína (Bydlowski., 1998). 

 

Muitos processos bioquímicos dependem dos grupos metil formados a partir 

deste metabolismo. Eles são necessários para a replicação do DNA, e a hipometilação do 
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DNA está associada à instabilidade cromossômica e erros durante a segregação, como pode 

ser observadoem estudos realizados com cultura de células vegetais e tumores humanos 

(Leyton et al.,1995; Lengauer et al., 1997). 

Pesquisas mostram que a SAH (C14H20N6O5S) é uma substância desmetilante 

de DNA não análoga de nucleosídeo, proveniente da reação de transmetilação catalisada por 

DNA metiltransferases (DNMTs) (Purohit et al., 2007). A SAH possui muita afinidade pelas 

metiltransferases, fazendo com que essa molécula ligue-se ao sítio ativo das DNMTs, 

diminuindo as reações de metilação (Jeon et al., 2008); portanto mais metiltransferase celular 

é inibida pelo acúmulo intracelularde SAH. Assim, a razão entre SAM e SAH celular tem sido 

freqüentemente utilizada como um indicador do potencial de metilação do DNA (Yi et al., 

2000; Caudill et al., 2001; Castro et al., 2005). 

Castro e colaboradores em 2005 utilizaram a adenosina 2,3 dialdeído (ADA) 

no meio de cultura e observaram que essa substância, sem provocar efeito citotóxico, 

aumentou a concentração de SAH de maneira dose dependente. Ainda, mostraram que o 

aumento do SAH intracelular apresentou uma correlação negativa com padrão de metilação 

do DNA genômico, ou seja, quanto maior era a quantidade de SAH menor era o padrão de 

metilação do DNA. 

Além disso, Jeon e colaboradores (2008), ao utilizarem SAH em meio de 

cultivo de células doadoras de núcleo de bovinos para realizar a TN, obtiveram uma indução 

da desmetilação global, reativação parcial do cromossomo X inativo e um aumento 

significativo de blastocistos e blastocistos expandidos. 

Um importante fato é que a SAH é uma substância endógena, que não é 

incorporada à molécula de DNA e não possue efeitos citotóxicos. 

 

2.9 O gene XIST 

 

 

Nos mamíferos, as fêmeas possuem dois cromossomos X, enquanto os machos 

apenas um, o que teoricamente significa que as fêmeas teriam uma expressão gênica maior 

que os machos. Isso pode estar relacionado ao aparecimento, num contexto evolutivo, de um 

mecanismo chamado de ―compensação de dose‖ no qual um dos cromossomos X está 

inativado nas células de mamíferos do sexo feminino, proporcionando um equilíbrio de 
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dosagem entre machos e fêmeas em relação aos genes presentes no cromossomo X (Lyon, 

1961). 

Essa inativação é controlada por uma região genômica conhecida como Centro 

de Inativação do Cromossomo X (XIC), que age no mesmo cromossomo, ou seja, em cis 

(Brown et al., 1991). Neste centro encontra-se o gene XIST (X inactive specific transcript) 

que é fundamental para iniciar oprocesso de inativação de um dos cromossomos X nas fêmeas 

(Kay.,1998). Em mamíferos, a escolha de qual cromossomo X será inativado é aleatória, ou 

seja, tanto o X materno como o X paterno tem a mesma probabilidade de serem escolhidos 

para a inativação. A partir desse momento, todas as células oriundas de uma célula que já 

inativou um dos cromossomos X mantêm o mesmo padrão da célula mãe, inativando o 

mesmo cromossomo (Kay., 1998). 
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O gene XIST possui um comprimento total de 36.535pb, e está localizado no 

cromossomo X do genoma bovino. Este gene transcreve um RNAm não codante, portanto, 

não é traduzido em proteína, de 22.812 nucleotídeos 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325) (Figura 1.4). 

 

 

Figura 1.4- Estrutura genômica do gene XIST. Em verde o comprimento total do gene 

(36.535pb); em azul o RNA mensageiro (22.812 nucleotídeos). A seta vermelha indica a 

posição dos iniciadores na ilha CpG estudada. Modificado de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325. 

 

 

Este RNAm envolve o cromossomo a ser inativado e sinalizações bioquímicas 

determinam marcas epigenéticas para manter um padrão de silenciamento local (revisto por 

Brockdorff., 2002), ou seja, o XIST isoladamente não é capaz de manter o processo de 

silenciamento nas linhagens celulares subseqüentes, apenas induz a inativação do X em 

células embrionárias. Portanto, após induzir o processo de inativação do X, mecanismos 

específicos devem ser estabelecidos para que esse estado seja mantido nos descendentes 

clonais celulares. A metilação é um dos mecanismos mais relevantes, ocasionando o 

silenciamento dos genes.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325
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Na inativação do X ocorrerá inicialmente a ação do gene XIST, mas é através 

da metilação do DNA que o padrão de inativação determinado pelo XIST será mantido 

(Figura 1.5) (Lock et al., 1987; Singer-Sam et al., 1990). 

A cromatina do X inativo sofre modificações geradas pela associação do RNA 

XIST e dos mecanismos específicos, como a metilação, tornando-se heterocromatina, a qual 

permanece condensada ao longo da maior parte do ciclo celular (De La Fuente et al., 1999; 

Csankovszki et al., 2001). Esta heterocromatina é frequentemente vista sob o envoltório 

nuclear de células femininas, conhecido como corpúsculo de Barr (Barr & Bertram., 1949). 

Em fêmeas de mamíferos essa inativação de um dos dois cromossomos X se dá 

no início da embriogênese (Lyon., 1961), e estudos mostram que o cromossomo X materno 

(Xm) é protegido da inativação por uma marcação diferencial, que é adquirida durante a 

maturação do ovócito (Goto & Takagi., 2000; Tada et al., 2000). 

Estudos mostram que em camundongos o X paterno (Xp) encontra-se 

transcricionalmente ativo nos zigotos mas no estágio de 4 a 8 células o gene XIST começa a 

ser transcrito para iniciar o processo de inativação do Xp (Okamoto et al., 2004, 2005; Huynh 

& Lee., 2003; Mak et al., 2004), que é mantido nesse estado inativo até o estágio de 

blastocisto nas células da massa celular interna, sendo reativado no estágio de blastocisto 

expandido para que a seleção aleatória entre os cromossomos paterno e materno finalmente 

aconteça (Okamoto et al., 2004). 

Ferreira e colaboradores (2010) mostraram, através da detecção da expressão 

alelo-específica do gene MAO-A, que em bovinos a inativação é estabelecida no estágio de 

mórula, onde embriões de 4, 8-16 células e blastocisto expandido mostraram expressão 

bialélica do gene MAO-A, enquanto que os embriões no estágio de mórula possuem a 

expressão desse gene apenas do alelo materno. Estes autores mostraram que no estágio de 

mórula, o X paterno não estava presente, reaparecendo no estágio de blastocisto. Assim, 

especulam que isso ocorre provavelmente para que o segundo ciclo de inativação aleatória nas 

células da massa celular interna aconteça. 

Paralelamente a esses eventos, um outro gene que esta localizado a 15kb 

abaixo do XIST em camundongos (Lee et al., 1999), transcreve um RNA anti- sense. Este 

RNA anti-sense tem a função de manter o cromossomo X ativo, inibindo a transcrição do 

gene XIST em cis, impedindo fisicamente o recrutamento de RNA polimerase para a 

transcrição (Luikenhuis et al., 2001) e recrutando a DNMT3A para metilar o promotor do 

XIST (Del Arenal et al., 2011). 
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Sendo assim, esses dois loci (XIST e TSIX) precisam interagir de maneira 

correta para manter um padrão fisiológico. A transcrição do TSIX é regulada pelo gene XITE, 

ou seja, a transcrição de XITE promove a transcrição de TSIX, sendo assim considerado um 

dos responsáveis pela inativação do cromossomo X. Por isso informações entre os genes 

XIST e TSIX homólogos devem ser trocadas para estabelecer um padrão de regulação 

monoalélica de TSIX e regulação do XIST em um cromossomo X e não no outro (Heard & 

Disteche., 2006). 

  

 

 

Figura 1.5 -. Modelo ilustrativo para o padrão de metilação do gene XIST. Se a ilha CpG 

estiver metilada (CH3) a expressão do gene é reprimida correspondendo ao padrão do 

cromossomo X ativo. Se a ilha CpG estiver desmetilada permite a expressão do gene XIST 

que participa da inativação do cromossomo X inativado (Arquivo pessoal). 
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1 RESUMO 

 

 

Fatores epigenéticos são responsáveis por controlar a expressão de genes e diferenciação 

durante a vida celular. Dentre eles, a metilação do DNA é o mais estudado. Cada tipo celular 

possui um padrão epigenético altamente especializado. Após a fecundação natural ou 

clonagem por transferência nuclear (TNCS), um padrão epigenético pré existente deve ser 

apagado e restabelecido para garantir o correto desenvolvimento embrionário. Porém, nos 

clones, essa reprogramação é ineficiente mas é possível que o uso de substâncias 

desmetilantes de DNA utilizadas durante o cultivo celular de células doadoras de núcleo possa 

desmetilar o DNA, aumentando a eficiência da técnica. O objetivo desse estudo foi avaliar, 

em fibroblastos bovinos, o efeito da S-Adenosil-L-Homocisteína (SAH) na viabilidade 

celular, metilação de DNA e expressão do transcrito específico do gene XIST responsável 

pela inativação do cromossomo X. Células foram cultivadas em meio de cultivo DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium -Gibco®), suplementado com 0.5mM, 1.0mM, 1.5mM 

e 2.0mM de SAH (Sigma®), incubado a 39°C e 5% de CO2. O padrão de metilação do DNA 

foi avaliado através do sequenciamento de sequências de DNA tratadas com bissulfito de 

sódio, usando o kit EZ DNA methylation Kit™ (ZymoResearch®), para converter citosinas 

não metiladas. O RNA total das células foi extraído com o kit RNeasy Plus Micro kit 

(Qiagen®) e o transcrito de XIST foi quantificado por PCR em tempo real, usando GAPDH e 

CYC-A como controles endógenos. O número de células foi comparado entre o grupo 

controle e os grupos tratados com 0.5mM, 1.0mM, 1.5mM e 2.0mM de SAH e a metilação do 

DNA e a expressão entre o grupo controle e o grupo tratado com 2.0mM de SAH. Não houve 

diferença na viabilidade celular, metilação de DNA e expressão gênica entre os tratamentos. 

O grupo controle apresentou 100% de sequências hipermetiladas e 87,58% de metilação e o 

grupo tratado com 2.0mM de SAH apresentou 92,86% de sequências hipermetiladas e 

82,35% de metilação. O uso do SAH como agente desmetilante no cultivo celular é uma 

alternativa viável que continua sendo estudada. Acredita-se que um processo de desmetilação 

é induzido pelo uso do SAH durante o cultivo celular, contribuindo para o aumento da 

eficiência da TNCS. Contudo, é necessário avaliar outras concentrações e diferentes tempos 

de cultivo com o SAH. 

 

Palavras chave: Fibroblastos, Bovino, SAH, metilação de DNA, XIST. 

 



47 

 

 

 

2 ABSTRACT 

 

 

Epigenetic factors are responsible for controlling gene expression and differentiation through 

the cell life. Among them, DNA methylation is the most studied. Each cell type possesses a 

specific and highly specialized epigenetic pattern. After natural fertilization or cloning by 

somatic cell nuclear transfer (SCNT), a pre-existing epigenetic pattern must be erased and 

reestablished to ensure correct embryo development. However, in cloning this reprogramming 

is inefficient and it is possible that the use of a DNA demethylating substance can improve the 

efficiency of the technique. The aim of this study was to evaluate, in bovine skin fibroblasts, 

the effects of S-(5’-adenosyl)-L-homocysteine (SAH) on cell viability, DNA methylation and 

expression of the X-inactive specific transcript (XIST) gene. Cells were cultivated in 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Gibco
®

) supplemented with 0.5mM, 1.0mM, 1.5mM e 

2.0mM of SAH (Sigma
®
) incubated at 39°C with 5% CO2 in air. The pattern of DNA 

methylation was assessed by bisulfite sequencing, using the EZ DNA methylation Kit™ 

(ZymoResearch
®

) to convert unmethylated cytosines. Total RNA was extracted with the 

RNeasy Plus Micro kit (Qiagen
®
) and the XIST transcript was quantified by qPCR using 

GAPDH and CYC-A as endogenous controls. The number of cells was compared among 

0.5mM, 1.0mM, 1.5mM e 2.0mM of SAH and control groups and DNA methylation and gene 

expression between control and 2.0mM groups. There were no differences in cell viability, 

DNA methylation and gene expression among treatments. Control group showed 100% of 

hypermethylated sequences and 87.58% of methylation and the 2.0mM group showed 92.86% 

of hypermethylated sequences and 82.35% of methylation.The use of SAH as a DNA 

demethylating agent in cell culture is a viable alternative and still little studied. It is believed 

that a demethylation process is induced by the useof SAH in the culture, contributing to 

increase the efficiency of SCNT. However, it is necessary to evaluate other concentrations 

and different times of cultivation with SAH. 

 

 

Keywords: Fibroblasts, Bovine, SAH, DNA methylation, XIST. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

A metilação é uma ligação covalente ao DNA, estável, que ocorre pela adição 

de um grupamento metil (CH3), proveniente da S-adenosil metionina, no carbono 5 das bases 

nitrogenadas citosinas, localizadas na posição 5´ das guaninas na molécula de DNA, 

resultando na base modificada 5-metilcitosina. 

Em torno de 70 a 80% das 5-metilcitosinas do genoma dos mamíferos estão 

concentradas em regiões de intensa repetição conhecidas como ilhas CpG, localizadas 

principalmente nas regiões promotoras de alguns genes, e um percentual muito menor 

localizado nas seqüências CpNpG (N = qualquer nucleotídeo) (Ramchandani et al., 1999). 

As ilhas CpGs representam aproximadamente 3% do genoma total e são foco 

de pesquisas em câncer, no processo de diferenciação celular e na clonagem de mamíferos 

(Gebert et al., 2009). 

De maneira geral, ocorre silenciamento da transcrição de genes quando há 

hipermetilação de regiões promotoras, enquanto a hipometilação está associada à transcrição 

destes genes (NG et al., 1999). 

A família das DNA metiltransferases (DNMT) que é responsável por catalisar 

a adição do grupamento metil na maioria das reações de transmetilação. Após a transferência 

desse grupamento metil, a SAM, considerada o maior doador de grupamento metil do sistema 

fisiológico, é convertida em S-adenosil-homocisteína (SAH) (Fowler., 1997; Mudd et al., 

2001). A SAH possui muita afinidade pelas enzimas DNMTs, fazendo com que essa molécula 

ligue-se ao sítio ativo dessas enzimas, diminuindo as reações de metilação (Jeon et al., 2008). 

Portanto, mais DNMT celular é inibida pelo acúmulo intracelularde SAH. Assim, a razão 

entre SAM e SAH celular tem sido freqüentemente utilizada como um indicador do potencial 

de metilação do DNA (Yi et al., 2000; Caudill et al., 2001; Castro et al., 2005). 

O melhor entendimento da regulação da metilação do DNA é particularmente 

importante para o processo de clonagem por tranferência nuclear (TN), que consiste na 

produção de indivíduos geneticamente idênticos (Fulka et al., 1998) a partir da transferência 

nuclear de uma célula somática (TNCS). Apesar da utilização e do sucesso da clonagem em 

várias espécies, a eficiência dessa técnica ainda é muito baixa. Em bovinos, ainda durante o 

período de cultivo in vitro, as taxas de desenvolvimento dos embriões reconstituídos têm-se 

mostrado bastante variáveis, de 5% a 65% (Westhusin et al., 2001), e os resultados de 
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obtenção de gestações a termo a partir de embriões reconstituídos com células somáticas são, 

em geral, menores que 5% (Cibelli et al., 1998; Wells et al., 1999). Um dos motivos da baixa 

eficiência da técnica é a inabilidade do núcleo doador se desprogramar de maneira completa e 

se reprogramar corretamente após a fusão. Após uma fecundação natural, um padrão 

epigenético preexistente nos gametas tem que ser desfeito para em seguida ser restabelecido 

(revisto por Sasaki & Matsui., 2008). O genoma do espermatozóide é ativamente desmetilado, 

enquanto que no genoma proveniente do gameta feminino ocorre uma desmetilação passiva, 

deixando de ser metilado durante as divisões celulares (revisto por Reik& Walter., 2001). 

Estudos mostram que na clonagem essa reprogramação não acontece ou acontece de forma 

incompleta (revisto por Sasaki & Matsui., 2008), gerando embriões com padrão 

hipermetilado. Essas alterações podem afetar de maneira negativa a qualidade dos embriões, 

causando alterações de genes imprinted e alteração de genes relacionados ao desenvolvimento 

embrionário, como por exemplo o gene XIST (Shi & Haaf., 2002; Ludwig et al., 2004; Sato 

et al., 2007).  

Estudos mostram que alterações de genes imprinted, como a expressão 

bialélica dos genes XIST, H19, IGF2 e IGF2R estavam presentes em clones que não 

sobreviveram e uma expressão normal desses genes foi encontrada nos sobreviventes (Xue et 

al., 2002; Yang et al., 2005). Essa expressão bialélica do gene XIST pode alterar o processo 

de inativação de um dos cromossomos X nas fêmeas (Xue et al., 2002), um processo 

necessário para gerar um equilíbrio de dosagem entre machos e fêmeas em relação aos genes 

presentes no cromossomo X (Lyon, 1961). 

Essa inativação é controlada por uma região genômica conhecida como Centro 

de Inativação do Cromossomo X (XIC), que age no mesmo cromossomo, ou seja, em cis 

(Brown et al., 1991). Neste centro encontra-se o gene XIST (X inactive specific transcript) 

que é fundamental para iniciar o processo de inativação de um dos cromossomos X nas 

fêmeas (Kay.,1998). Este gene transcreve um RNAm não codante, que envolve o 

cromossomo a ser inativado e sinalizações bioquímicas determinam marcas epigenéticas para 

manter um padrão de silenciamento local (revisto por Brockdorff., 2002). A cromatina do X 

inativo sofre modificações geradas pela associação do RNA XIST e dos mecanismos 

específicos, como complexos modificadores de cromatina (PRC1 e PRC2), além de outros 

fatores como H3K27me3, H2AK199ub, H3K9me2 e H4K20me que são recrutados, 

resultando no acúmulo de modificações típicas de heterocromatina. Em seguida, outros 

fatores epigenéticos aparecem, tais como, aquisição da metilação do DNA e a incorporação da 
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histona macroH2A, além do recrutamento de outras proteínas, mantendo o estado inativo do 

cromossomo (Zhao et al., 2008; Del Arenal et al., 2011). 

Para tentar solucionar problemas na técnica de clonagem, como aberrações no 

processo de inativação do cromossomo X, entre outros, substâncias desmetilantes de DNA 

têm sido utilizadas durante o cultivo celular de células doadoras de núcleo a fim de se obter 

uma desprogramação antes da transferência nuclear (Jeon et al., 2008). Desprogramando o 

núcleo antes da TN, espera-se que a reprogramação epigenética ocorra de forma completa 

após a fusão, aumentando assim o sucesso da técnica. 

Essas substâncias não podem, porém, ser mais um componente que irá 

comprometer o sucesso da técnica, tornando-se muito importante que substâncias 

desmetilantes não apresentem citotoxicidade celular, como por exemplo a S- adenosil-L-

homocisteína (SAH), que além de ser uma molécula normalmente produzida nas células 

(Cantoni., 1952), é uma substância não análoga de nucleosídeo (Purohit et al., 2007). 

Na tentativa de se obter um melhor resultado na clonagem por transferência 

nuclear, neste experimento foram cultivados fibroblastos bovinos com a substância 

desmetilante de DNA, SAH, com o objetivo de avaliar os efeitos do cultivo in vitro e do uso 

dessa substância sobre a viabilidade celular, sobre os padrões de metilação do DNA da ilha 

CpG localizada no éxon 1 do gene XIST e sobre sua expressão. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Cultivo celular de fibrolastos 

 

 

Para o cultivo in vitro, foram utilizados fibroblastos bovinos de um animal 

fêmea da raça Nelore (Bos taurus indicus). A biópsia foi retirada da inserção da cauda e 

enviada ao Laboratório de Reprodução Animal da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia acondicionada em solução salina fosfatada (PBS) contendo antibióticos, 

penicilina G (100UI/ mL), sulfato de estreptomicina (100 μg/mL), amicacina (0,075 mg/mL e 

nistadina (20 mg/mL), para o estabelecimento do cultivo primário. Após o cultivo primário e 

três passagens (P3), as células foram congeladas em meio de cultivo DMEM (Gibco) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e contendo 10% de dimetilsulfóxido 

(DMSO) em palhetas de 0,25 mL, devidamente identificadas. As palhetas foram estocadas em 

nitrogênio líquido. 

Para descongelar as células, uma palheta foi retirada do nitrogênio líquido, 

permaneceu em temperatura ambiente por 5 segundos e foi imediatamente colocada em água 

aquecida a 39°C por 1 minuto. 

O conteúdo da palheta foi colocado em um microtubo de 1,5 mL e adicionou- 

se 0,5 mL de DMEM + SFB (10%). A amostra foi centrifugada por 5 minutos a 200xg. 

Descartou-se o sobrenadante e foi adicionado 1 mL de DMEM para ressuspender as células,e 

deste volume 0,5 mL foi transferido para uma garrafa de cultivo de 25 cm
2
 contendo 3 mL de 

DMEM. A garrafa foi incubada em estufa de cultivo previamente estabilizada a 39°C, com 

5% de CO2 e 20% de O2 por sete dias até as células entrarem em confluência. 

A confluência das células foi observada em microscópio invertido AXIOVERT 

135M (ZEISS Germany) com aumento de 100 vezes. O sobrenadante da garrafa foi 

descartado, e foram adicionados 0,5 mL de PBS previamente aquecido a 39°C. Esta solução 

foi descartada e foi adicionado 1,0 mL de solução de tripsina/EDTA 0,05% (GIBCO), 

previamente estabilizada na estufa a 39°C, 5% de CO2 e umidade saturada, por 10 minutos. A 

garrafa foi novamente observada no microscópio para verificar se as células estavam soltas, 

em suspensão. As células foram transferidas para um tubo de 1,5 mL e centrifugadas a 200xg 

por 5 minutos. Foi descartado o sobrenadante e o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL 
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de meio DMEM. Dessa solução foi retirada uma alíquota de 30 µl e foi adicionado a essa 

alíquota 30 µl de azul de tripan, 0,4% (SIGMA) pré aquecido a 39°C em banho maria, 

proporção 1:1, para a realização da contagem celular, enquanto o restante das células 

permaneceu na estufa. Desse volume (60µL), 10 µL foram aplicados em cada poço da câmara 

de Neubauer de 0,100 mm de profundidade e 0,0025 mm
2 

(Optik Labor). Em microscópio 

óptico (Nikon Eclipse E200), as células foram contadas nos quatro quadrantes externos dos 

dois poços e então calculada a média. Esse procedimento foi realizado para determinar a 

viabilidade celular inicial. 

Para determinar a quantidade de células a serem depositadas em cada poço da 

placa, as células que estavam na estufa foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi 

retirado, e a diluição dessas células foi feita em 800µL de meio. A contagem celular foi 

realizada em câmara de Neubauer, como descrito anteriormente, para determinar a quantidade 

de células por µL de meio utilizou-se a seguinte fórmula: 

Número médio de células dos 4 quadrantes -------- 0,0001cm
3
 

                                                                 X -------- 1cm
3
 = 1ml 

 

4.2 Cultivo celular com SAH (S-adenosil-L-homocisteina) 

 

 

O cultivo foi realizado em placas de cultivo com 24 poços de 2 cm
2
 (TPP), para 

cada tratamento foi utilizado 4 poços. Após a contagem celular na câmara de Neubauer, dez 

mil células viáveis foram adicionadas em cada poço e cultivadas em 400 µl de DMEM por 

24h, tempo necessário para as células vivas se aderirem ao fundo da placa. 

Em seguida, o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS 

suplementado com antibiótico (penicilina G 100UI/ml e sulfato de estreptomicina 100µg/mL). 

O PBS foi retirado e em seguida cada poço recebeu 400µl de meio com as respectivas 

concentrações de SAH. Ao total foram quatro repetições de cada tratamento (quatro poços), 

para que as células dos dois primeiros poços de cada tratamento fossem congeladas para a 

extração de DNA e as células dos dois últimos poços fossem congeladas para extração de 

RNA,  sendo cinco tratamentos, quatro cultivos suplementados com SAH com concentração 

final de 0,5mM, 1,0mM, 1,5mM e 2,0mM e o grupo controle não foi suplementado.  
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Baseado em outros trabalhos, o tratamento com a SAH teve duração de 72 

horas, sendo que a cada 24 horas o meio era trocado. O meio do cultivo controle também foi 

trocado a cada dia, durante os três dias de tratamento. 

Após o período de 72 h, as células presentes no sobrenadante, de cada 

tratamento, foram transferidas para um tubo de 1,5 mL e centrifugadas a 200x g por 5 min. O 

sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido em um volume de 30 µl de DMEM. A esse 

volume foi acrescentado 30µl de azul de tripan 0,4% (SIGMA), proporção 1:1 para a 

contagem das células mortas. 

As células aderidas foram retiradas da placa utilizando-se uma solução de 

tripsina/EDTA 0,05% (GIBCO), centrifugadas e o pellet ressuspendido conforme já descrito 

anteriormente. Uma alíquota de 30µl dessas células também foi retirada para que se realizasse 

a contagem com azul de tripan para a avaliação da viabilidade celular. 

Tanto as células em suspensão quanto as células aderidas de cada tratamento 

foram contadas em câmara de Neubauer 0,100 mm de profundidade e 0,0025 mm
2
 (Optik 

Labor) em microscópio óptico no aumento de 100x (Nikon Eclipse E200). 

As células brancas e azuis dos quatro quadrantes externos foram contadas. As 

células brancas correspondem às viáveis, e as azuis às células mortas. 

Ao final do tratamento, apenas as células que estavam aderidas foram 

congeladas. As células dos poços 1 e 2 de cada tratamento foram agrupadas em um tubo de 

1,5 mL e centrifugadas a 200x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 

50 µl de PBS em cada tubo para posterior extração de DNA. Para os poços 3 e 4 foi realizado 

o mesmo procedimento, porém foram adicionados 50µl de RNAlater (Applied Biosystems®) 

para posterior extração de RNA. 

As amostras para extração de DNA foram armazenadas diretamente a -80°C, 

enquanto as amostras para extração de RNA foram acondicionadas a 4°C overnight e 

posteriormente acondicionadas a -80°C até a extração dos ácidos nucleicos. Foram realizadas 

quatro réplicas em momentos diferentes. 

 

4.3 Extração de DNA  

 

Para avaliar o padrão de metilação do DNA, foram utilizadas as células 

acondicionadas em PBS. Para a extração do DNA, as amostras foram descongeladas, 

adicionou-se 1 mL de PBS, homogeneizou-se e centrifugou-se a 2000g por 10 minutos. Após 
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a centrifugação, descartou-se o sobrenadante e novamente lavou-se o pellet com 1 mL de 

PBS. Foi adicionado 600µl de solução de lise nuclear (50mM Tris pH7.8; 25mM EDTA; 

400mM NaCl; 1% SDS) à temperatura ambiente e as amostras foram incubadas a 55°C por 10 

minutos. Logo após, adicionou-se 200µl de solução de precipitação de proteína (6M NaCl), as 

amostras foram homogeneizadas em agitador mecânico por 30 segundos e incubada sem gelo 

por 5 minutos. Em seguida foram centrifugadas a 2000g por 10 minutos a 4°C e o 

sobrenadante transferido para outro tubo de 1,5 mL. 

Para a precipitação do DNA foi adicionado 600µl de isopropanol gelado e 

homogeneizado invertendo-se os tubos. Em seguida, as amostras foram incubadas a -20°C 

overnight. 

Após a incubação,as amostras foram centrifugadas a 2000g por 25 minutos a 

4°C, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol 70%. As amostras foram 

novamente centrifugadas a 2000g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida, 

centrifugou-se por mais 10 segundos para que o excesso de sobrenadante fosse retirado. O 

pellet permaneceu secando por 10 minutos para ser reconstituído num volume de 20 µl de 

H2O milliQ. Ao final, a quantificação foi realizada em espectrofotometro ND-1000 

(NanoDrop
®
) e as amostras estocadas a -20

o
C. 

 

 

4.4 Tratamento do DNA com bissulfito de sódio 

 

 

Para quantificar o padrão de metilação do DNA apenas os grupos controle e 

tratado com 2,0mM de SAH foram utilizados. Uma quantidade de 350 ηg de DNA genômico 

foi tratada com o Kit EZ DNA Methylation™ (Zymo Research) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Apenas a temperatura de conversão foi alterada para 55°C. 

Este tratamento consistiu na conversão mediada pelo bissulfito de sódio das 

citosinas não metiladas em uracilas, enquanto as citosinas metiladas não são convertidas. 

Após o tratamento, as amostras foram diluídas em 12 µl de H2O milliQ e armazenadas a -

20°C para posterior amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR). 
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4.5 Amplificação por PCR e purificação 

 

 

O DNA das amostras das células controle e cultivadas com 2,0mM de SAH e 

posteriormente tratado com bissulfito de sódio, foi amplificado em dois ciclos de PCR para o 

gene XIST. Todas as reações foram realizadas utilizando-se 20 μl de volume final e os 

iniciadores utilizados para amplificação estão especificados na tabela 2.1. 

 

Tabela 2.1-Iniciadores utilizados nas reações de PCR para amplificação do DNA tratado com 

bissulfito de sódio. 

 

Gene 

 

Seqüência dos iniciadores (5’- 3’) 

 

Acesso 

sequência 

 

Localização 

do iniciador 

 

Ilha 

CpG 

 

Tamanho 

do 

fragmento 

      

XIST F: GGGTGTTTTTGTTTTAGTGTGTAGTA AJ421481.1 1127-1252 Éxon1 482pb 

externo R:CTTTAATACCACCCACTAAAATTAATC  1581-1608   

XIST F:TTGTTATATAGTAAAAGATGGT AJ421481.1 1169-1190 Éxon1 405pb 

interno R: ACCAATCCTAACTAACTAAATA  1552-1573   

Liu et al., 2008. 

 

 

Para a primeira reação do PCR (externo) do gene XIST utilizou-se solução 

tampão 1X (Invitrogen®); 1,5 mM deMgCl2 (Invitrogen®); 100 µM de cada dNTP; 0,5µM de 

cada iniciador (Liu et al., 2008) (Tabela 2.1); 1,0 U da enzima Taq Polimerase Platinum 

(InvitrogenR) e 3 µl de DNA tratado com bissulfito de sódio. A reação utilizou uma 

desnaturação inicial de 94°C por 7 min em um termociclador (PXE 0,5 -Thermo), seguidos de 

40 ciclos com 94°C por 45 s, 47°C por 1min. e 30 s, 72°C por 1min, acrescidos de uma 

extensão final de 72°C por 15 min. Para a segunda reação, PCR interno, utilizou-se 1µl do 

produto amplificado do primeiro PCR e utilizou-se as mesmas concentrações dos reagentes da 

primeira, com os iniciadores descritos (Liu et al., 2008) (Tabela 2.1). A reação teve uma 

desnaturação inicial de 94°C por 4 min., seguidos de 40 ciclos com 94°C por 40 s, 42°C por 

45 s, 72°C por 45 s, seguidos de uma extensão final de 72°C por 15 min. a 72 °C. Todas as 

reações foram realizadas em termocicladores PXE 0,5 X (Thermo Scientific) e Mastercycler 

Gradiente (Eppendorf). 
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O volume total dos quatro PCR internos foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1,8%, corado com brometo de etídio (10 mg/mL), utilizando-se um marcador de 100 

pb DNA Ladder (Invitrogen®). O gel foi visualizado e fotografado utilizando-se um 

fotodocumentador Image Capture 300 (GE). Os fragmentos amplificados foram recortados do 

gel e purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean up System (Promega) seguindo as 

recomendações do fabricante. Logo após, realizou-se uma quantificação em 

espectrofotômetro NanoDrop (ND- 1000). 

 

4.6 Clonagem dos produtos da PCR e seqüenciamento 

 

 

Os produtos purificados e quantificados em espectrofotometro ND-1000 

(NanoDropR), referentes a cada grupo, foram inseridos no vetor Topo TA Cloning 

(Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. A transformação foi realizada em 

células DH5α por choque térmico e o produto foi semeado em placas de 90 x 15 mm em meio 

LB Agar contendo 200 µg/mL de ampicilina, 40 µl de X-Gal (Sigma) a 20 mg/mL e 4 µl 

IPTG (Sigma) a 0,5 M. As placas foram fechadas, invertidas e incubadas em estufa a 37°C 

por 16 h. Logo após, as placas foram acondicionadas a 4°C por 2 horas. Somente as colônias 

brancas foram selecionadas com um palito de madeira autoclavado e transferidas para 

crescimento em meio LB líquido contendo 200 µg/mL de ampicilina. Este foi realizado em 

tubo de 15 mL contendo 3 mL do meio, permanecendo em agitador (New Brunswick 

Scientific) a 250 rpm, 37°C por 16 h. 

O conteúdo dos tubos que apresentaram turbidez foi transferido para 2 tubos de 

1,5 mL. O vetor foi extraído seguindo o protocolo de mini preparação de plasmídeo 

(Sambrook et al., 1989). Uma nova quantificação foi realizada utilizando o mesmo 

espectrofotometro. As amostras diluídas a 100 ηg/µl contendo o fragmento inserido foram 

encaminhadas para sequenciamento utilizando-se a metodologia de dideoxi no sistema ABI 

3130xl utilizando os iniciadores universais M13. Os dados foram obtidos de quatro réplicas 

independentes para o tratamento com bissulfito, amplificação, clonagem e sequenciamento. 

As sequências foram analisadas utilizando o programa BIQ Analyzer (Bock et al, 2005) e 

comparadas a uma sequênciade referência (GenBank AJ421481.1) para estabelecer o padrão 

de metilação da ilha CpG contida no éxon 1 do gene XIST. As citosinas não precedidas de 

guaninas (não CpG) foram avaliadas quanto à taxa deconversão e, apenas as sequências que 
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apresentaram uma eficiência de conversão pelo bissulfito ≥ 90% foram consideradas para as 

análises de metilação. 

 

4.7 Extração de RNA e Transcrição Reversa 

 

 

Para avaliar a expressão gênica, foram utilizadas as células armazenadas em 

RNA later (Applied Biosystems®) dos grupos e tratado com 2,0mM de SAH. Para a extração 

do RNA, as células foram descongeladas à temperatura ambiente e foi utilizado o kit RNeasy 

Plus Micro (Quiagen®), conforme as instruções do fabricante, com algumas modificações já 

estabelecidas no Laboratório de Reprodução Animal da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia. Após a extração do RNA total, este foi utilizado para a transcrição reversa 

utilizando-se 200 U de SuperScriptIII (200Uμl−1; Invitrogen®) e 0,5 μg de Oligo-DT12-

18primer (0,5μg/μl; Invitrogen®). As reações foram realizadas no termociclador Mastercycler 

Gradiente (Eppendorf), utilizando-se um programa com as seguintes condições: 65ºC por 

5min, 42ºC por 52min e 70ºC por 15min para a inativação da enzima. 

 

 

4.8 PCR em Tempo Real (qPCR) 

 

 

Para a quantificação da expressão gênica para o gene XIST foi realizado um 

qPCR utilizando-se o kit Fast SYBR
®

 Green Master Mix (Applied Biosystems®) em uma 

máquina 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems®). As reações foram realizadas em 

um volume final de 10µl e as condições para a amplificação foram: 95°C por 20 seg, seguido 

de 50 ciclos (desnaturação: 95°C por 3 seg; anelamento: 60°C por 30 seg), seguido de curva 

de dissociação (95°C por 15 seg, 65°C por 1 min, 95°C por 15 seg, 60°C por 15 seg). As 

seqüências dos iniciadores, tamanho do fragmento e temperatura de anelamento para cada 

gene estão apresentados na Tabela 2.2. Os dados de fluorescência foram coletados ao final de 

cada extensão. As reações foram otimizadas a fim de propiciar máxima eficiência de 

amplificação para cada gene. 
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Tabela 2.2- Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores, tamanho do fragmento amplificado 

e temperatura de anelamento. 

Gene Sequência Tamanho  Temperatura 

XIST 
F: CCT TTC AAA GCA GAT TGC CTG GCT 

148pb 60ºC 
R: TCC ACC CTG CAA TCC AGA TGT CTT 

 

GAPDH 

 

F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA  
 

119pb 

 

60ºC 
R: CCC TCC ACG ATG CCA AAG T 

CYC-A 

 

F: GCC ATG GAG CGC TTT GG 
65pb 60ºC 

R: CCA CAG TCA GCA ATG GTG ATC T 

 
F: iniciador forward; R: iniciador reverse; pb: pares de base 

 

 

Os valores de expressão para o gene XIST foram normalizados pela média 

geométrica da expressão dos genes constitutivos GAPDH e CYC- A calculados utilizando-se 

o método de ΔΔCt com correção da eficiência pelo método de Pfaff (2001) (Figura 2.1). A 

identidade dos produtos de PCR foi confirmada primeiramente pela curva de dissociação no 

qPCR e em seguida pelo tamanho do amplicon em gel de agarose a 2%, corado com brometo 

de etídio (10mg/mL), utilizando-se o marcador de 100pb DNA Ladder (Invitrogen®). O gel 

foi visualizado e fotografado utilizando-se o fotodocumentador Image Capture 300 (GE). 

 

 

 

Figura 2.1- Modelo matemático para cálculo da expressão relativa derivada de dados obtidos 

por PCR em tempo real. A razão de um gene alvo é expressa em relação ao gene constitutivo 

e normalizada em relação à amostra controle. E alvo é a eficiência do gene alvo; E ref é a 

eficiência do gene referência; CP é o ciclo threshold; ΔCP alvo é desvio de CP do controle – 

amostra do gene alvo; ΔCP ref é desvio de CP do controle amostra do gene referência. 
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4.9 Análises estatísticas 

 

 

Os dados de quantificação do número de células foram comparados utilizando-

se Análise de Variância e teste de Tukey ou Kruskal-Wallis se apresentaram distribuição 

normal ou não, respectivamente. Para os dados de expressão gênica e padrão de metilação foi 

utilizado o teste t de student ou Mann-Whitney, se apresentaram distribuição normal ou não, 

respectivamente. O padrão de metilação, nos 17 sítios CpG para o gene XIST, também foi 

comparado quanto à quantidade de clones hipermetilados (≥ 50% de sítios CpGs metilados na 

sequência, de acordo com Imamura et al., 2005). Todas as análises foram realizadas 

utilizando-se o programa Prophet, versão 5.0 (BBN Systems and Technologies, 1996). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 RESULTADOS 

 

 

5.1.1 Cultivo celular com SAH, morfologia e viabilidade celular 

 

 

Após o cultivo utilizando o SAH, todos os tratamentos, controle; 0,5mM; 

1,0mM; 1,5mM e 2,0mM apresentaram crescimento celular normal, atingindo a confluência 

em 72 horas, a partir do número de células cultivadas inicialmente. Ao longo do experimento 

não foram verificadas diferenças morfológicas, no aumento de 100x visualizado em 

microscópio invertido, em nenhum dos grupos tratados (Figura 2.2). 
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Figura 2.2-Cultivo celular de fibroblastos bovinos após 72 horas de tratamento. A- Grupo 

controle, B- Suplementação com 0,5 mM de SAH, C- Suplementação com 1,0 mM de SAH, 

D- Suplementação com 1,5 mM de SAH, E- Suplementação com 2,0mM de SAH. Aumento 

de 100x. Barra: 500 μm. Fotos: Arquivo pessoal. 

 

 

Para a avaliação da viabilidade celular, as células de cada tratamento foram 

contadas separadamente, utilizando-se o critério citado anteriormente: células brancas 

referem-se às células viáveis, células com coloração azul referem-se às não viáveis e o total, a 

soma de todas elas. Não houve diferença significativa nas quantidades de células viáveis e não 

viáveis entre os tratamentos (Figuras 2.3). 

A

 

B

 

C

 

E

 

D
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Figura 2.3- Número de células viáveis (média ± erro padrão) para cada um dos tratamentos 

com SAH contadas em câmara de Neubauer após adição de azul de tripan (células brancas). 

 

 

 

5.1.2 PCR 

 

 

Após a realização do PCR, o volume total das reações, para cada tratamento, 

foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1,8%. Pôde-se constatar, pelo tamanho, que o 

fragmento era realmente o fragmento de interesse (Figura 2.4), que foi recortado do gel e 

submetidoà uma purificação. 

 

 

 

Figura 2.4- Eletroforese em gel de Agarose 1,8%, mostrando a presença do amplicon gerado 

pelo PCR interno para o gene XIST. As quatro primeiras bandas correspondem a réplicas 

técnicas para o grupo controle e as quatro últimas para o grupo tratado com 2,0mM de SAH. 

100pb 

400pb 
405pb 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Controle 2,0mM 
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5.1.3 Metilação do DNA 

 

 

Para a avaliação do padrão de metilação, foram analisadas um total de 21 

sequências para o grupo controle e 14 sequências para o grupo tratado com 2,0mM de SAH 

(Tabela 2.3). 

 

Tabela 2.3- Número de clones avaliados para cada tratamento por réplica. 

Número de Clones  

Tratamento Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 TOTAL 

Controle 3 9 4 5 21 

2,0 mM 0 9 3 2 14 

 

As seqüências foram comparadas com uma sequência de referência depositada no 

GenBank (acesso número AJ421481.1) utilizando o software BiQ Analyzer (Bock et al., 

2005) para a análise do padrão de metilação das CpG. Um exemplo de alinhamento é 

mostrado na figura 2.5. As citosinas não CpG foram avaliadas quanto à taxa deconversão e 

apenas as seqüências que apresentaram uma homologia ≥ 95% na sequência de nucleotídeos e 

uma taxa de conversão pelo bissulfito ≥ 90% foram consideradas. 

 

 

Figura 2.5- Análise comparativa pelo software BIQ Analyzer da sequência obtida no 

GenBank com uma sequência obtida no experimento, mostrando os 17 sítios CpG. Em  
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laranja e roxo estão indicados os sítios CpG não metilados, mostrando que a citosina foi 

substituída por uma timina. As duas sequências em laranja indicam os sítios CpG metilados, 

onde as citosinas não foram substituídas por timinas. 

 

 

Todos os 17 sítios CpG foram analisados em todas as sequências avaliadas. 

Não houve diferença significativa para o padrão de metilação de DNA entre os grupos 

controle (87,58%±1,16989) e o grupo suplementado com 2,0 mM de SAH (82,35%±5,65803) 

(Figura 2.6C). 

As sequências foram obtidas de quatro réplicas realizadas em momentos 

diferentes. O grupo controle apresentou 18 sequências diferentes para o padrão de metilação 

de DNA de um total de 21 e o grupo tratado com 2,0 mM das 14 sequências, 12 possuem um 

padrão diferente (Figura 2.6). 

 

 

 

A 

A B 
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Figura 2.6 - Análise de metilação do gene XIST em linhagem celular de fibroblasto de 

bovino tratada ou não com SAH. A e B - Cada linha representa um clone, onde cada círculo 

equivale a um dinucleotídeo CpG (total de 17 CpG). Círculo preto indica citosina metilada 

enquanto círculo branco não metilada.A- Grupo controle, com 100% de sequências 

hipermetiladas. B- Grupo tratado com 2,0mM de SAHcom 92,86% de sequências 

hipermetiladas. C- Gráfico mostrando a porcentagem de metilação do DNA (média ± erro 

padrão) para os dois tratamentos (A – 87,58%±1,16989 B – 82,35%±5,65803). 

 

 

Comparando as sequências desse experimento com Imamura e colaboradores 

(2005), o grupo controle apresentou 21/21 (100%) de sequências hipermetiladas e o grupo 

tratado com 2,0 mM 13/14 (92,86%) de sequências hipermetiladas. 

C 
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5.1.4 Expressão gênica 

 

 

A expressão do gene XIST foi quantificada por qPCR, tanto nas células 

controle quanto nas células tratadas com 2mM de SAH (Figuras 2.7 e 2.11). Para a 

normalização do gene XIST, a expressão dos genes constitutivos GAPDH e CYC- A também 

foram quantificados por qPCR nas células de ambos tratamentos (Figuras 2.8 e 2.9). Os 

produtos da qPCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% para confirmar o 

tamanho de cada amplicom (Figura 2.10). 

 

 

 

Figura 2.7-A- Amplificação por qPCR do gene XIST, nas células do grupo controle. B- 

Confirmação da presença do gene XIST, nas células do grupo controle através da curva de 

A B 

C D 
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dissociação obtida na reação de qPCR. C- Amplificação por qPCR do gene XIST, nas células 

do grupo tratado com 2mM de SAH. D-Confirmação da presença do gene XIST, nas células 

do grupo tratado com 2mM de SAH, através da curva de dissociação obtida na reação de 

qPCR (TM = 73,25ºC). 

 

 

 

 
 

Figura 2.8-A- Amplificação por qPCR do gene constitutivo GAPDH nas células do grupo 

controle. B- Confirmação da presença do gene constitutivo GAPDH nas células do grupo 

controle através da curva de dissociação obtida na reação de qPCR. C- Amplificação por 

qPCR do gene constitutivo GAPDH nas células do grupo tratado com 2mM de SAH. D-

Confirmação da presença do gene constitutivo GAPDH nas células do grupo tratado com 

2mM de SAH, através da curva de dissociação obtida na reação de qPCR (TM = 79,48ºC). 

 

A 

A B 

C D 



68 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.9-A- Amplificação por qPCR do gene constitutivo CYC- A nas células do grupo 

controle. B- Confirmação da presença do gene constitutivo CYC- A nas células do grupo 

controle através da curva de dissociação obtida na reação de qPCR. C- Amplificação por 

qPCR do gene constitutivo CYC- A nas células do grupo tratado com 2mM de SAH. D-

Confirmação da presença do gene constitutivo CYC- A nas células do grupo tratado com 

2mM de SAH, através da curva de dissociação obtida na reação de qPCR. (TM = 76,81ºC). 

 

A B 

D C 
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Figura 2.10 - Eletroforese em gel de agarose 2%, mostrando a presença dos amplicons para 

os genes XIST, GAPDH e CYC-A. A- As bandas específicas com 148pb correspondentes ao 

gene XIST. B- As bandas com 118pb correspondentes ao gene GAPDH e C- As bandas com 

65pb correspondentes ao gene CYC- A. 

 

 

 

 

 
Figura 2.11- Quantidade relativa (média ± erro padrão) de RNA mensageiro do gene XIST 

para os grupos controle e tratado com 2,0mM de SAH, utilizando a média geométrica dos 

genes constitutivos GAPDH e CYC-A para a normalização. 

 

A presença de XIST, GAPDH e CYC-A foi confirmada, tanto nas células do grupo 

controle quanto nas células tratadas com 2,0mM de SAH, não apresentando diferença 

significativa entre os grupos para o gene XIST. 
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5.2 DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo foram testadas diferentes concentrações de SAH no cultivo de 

fibroblastos bovinos. A morfologia e a viabilidade das células tratadas com SAH não foram 

alteradas em nenhuma das concentrações testadas quando comparadas com as células do 

grupo controle, não apresentando crescimento e morfologia anormais ou morte celular 

signifivativa (Figuras 2.2, 2.3).  

Este resultado está de acordo com Liu e colaboradores (2009), que mostraram 

que a utilização de SAH no meio de cultivo celular não provoca citotoxidade em células BNL 

CL.2, células hepáticas murinas e BV-2 e células da microglia. Por ser um agente endógeno, 

um subproduto natural do metabolismo celular, fazendo parte do ciclo da metionina 

(Panayiotidis et al., 2009) e por ser uma substância não análoga de nucleosídeo, o SAH não 

apresenta risco de toxicidade e apoptose, como os fármacos análogos de nucleosídeo (Nieto et 

al., 2004).  

Neste estudo foram utilizadas concentrações de SAH maiores que as utilizadas 

por Liu e colaboradores em 2009. Apesar disso, a viabilidade celular das células tratadas com 

as diferentes concentrações de SAH não foi comprometida como pode ser observada pela 

contagem celular utilizando o corante azul de tripan (Figuras 2.3).  

Os resultados mostraram que a suplementação do meio de cultivo com as 

diferentes concentrações de SAH não inviabilizou o crescimento celular de fibroblastos 

bovinos. 

Além da viabilidade celular, o padrão de metilação da DMR do gene XIST, um 

dos genes responsáveis pelo processo de inativação do cromossomo X (ICX), foi avaliado. 

O gene XIST foi selecionado para essa avaliação por ser um gene controlado 

por fatores epigenéticos, por ser o primeiro evento molecular responsável por iniciar o 

processo de ICX (Heard & Disteche., 2006) e por apresentar alterações na expressão gênica 

nos embriões durante o cultivo no sistema in vitro e nos embriões provenientes da TNCS 

(Xue et al., 2002; Dindot et al., 2004; Yang et al., 2005; Liu et al., 2008). 

O processo de ICX se dá inicialmente pela interação do RNA XIST com o 

cromossomo, que depois é mantido por outras modificações epigenéticas (Brockdorff., 2002; 

Liu et al., 2008; Agrelo & Wutz., 2010). Esse gene possui uma DMR bem caracterizada no 

éxon 1, que auxilia no controle da sua expressão. A hipometilação dessa DMR está 
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correlacionada com a inativação do cromossomo X, enquanto que a hipermetilação 

corresponde ao padrão encontrado no cromossomo X ativo (revisto por Goto & Monk., 1998; 

revisto por Heard., 2004; Jeon et al., 2012). 

No decorrer do desenvolvimento embrionário e fetal, diferenciam-se, a partir 

da MCI, as células germinativas primordiais (CGP), que permanecem com apenas um 

cromossomo X ativo (Hajkova et al., 2002; Napoles et al., 2007). No entanto, durante o 

tempo da migração das CGP para o mesênquima da crista genital e posterior colonização das 

gônadas, é visto a reativação do cromossomo X inativo (Nesterova et al., 2002). Também é 

considerado que, durante o tempo de migração das CGP, comece um dos ciclos epigenéticos, 

que é a desmetilação de genes imprinted e não imprinted (Reik et al., 2001; Hajkova et al., 

2002; Dean etal., 2003). Estudos mostram um progressivo processo de desmetilação do 

promotor XIST, associado a uma progressiva diminuição de transcritos deste gene, resultando 

na reativação do cromossomo X inativo durante a migração das CGP, sugerindo que outros 

fatores epigenéticos que não metilação devam estar interferindo na repressão transcricional do 

gene XIST (Hajkova et al., 2002). 

Em 1998, McDonald e colaboradores mostraram que em espermatozóides essa 

região está hipermetilada e em ovócitos hipometilada. Porém, logo após a fecundação uma 

nova fase de reprogramação se inicia. Neste momento inicia-se o processo de desmetilação 

dos pró- núcleos paterno (desmetilação ativa) e materno (desmetilação passiva). Após esse 

período, tem- se uma metilação de novo que coincide com os eventos de diferenciação celular 

(Mayer et al., 2000). Ainda de acordo com McDonald e colaboradores (1998) em células 

somáticas, essa região apresenta um padrão imprinted. Corroborando com o fato de os 

espermatozóides se mostrarem hipermetilados e os ovócitos hipometilados, já citado 

anteriormente, sugerindo um padrão imprinted após a fecundação. No entanto, outros 

trabalhos afirmam que diferentes tecidos apresentam diferentes padrões de metilação, 

mostrando que nem sempre esse padrão imprinted é observado (Gibbs et al., 2010). 

Neste estudo, ao avaliar o padrão de metilação do DNA nos grupos controle e 

tratado com 2,0mM de SAH, pôde-se observar que não houve diferença entre os grupos no 

sistema de cultivo in vitro, apresentando um padrão de metilação e de sequências 

hipermetiladas de 87,58% e 100% respectivamente para o grupo controle e 82,35% e 92,86% 

para o grupo tratado. (Figura 2.6- A, B e C). Isto significa que essa região não apresentou um 

padrão de uma região imprinted para essa linhagem celular, pois se encontra hipermetilada, 

diferente de uma região imprinted que deve ter um padrão ao redor de 50% de metilação 
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(Reik & Walter., 2001). Como não houve diferença entre o grupo controle e o de maior 

concentração, a avaliação nas concentrações intermediárias não se fez necessária. 

Vários outros trabalhos também mostraram essa região hipermetilada, 

corroborando nossos dados. Dvash e colaboradores (2010) observaram um padrão 

hipermetilado na região promotora do gene XIST, em diferentes passagens de cultivo in vitro, 

estudando células indiferenciadas humanas e em processo de diferenciação, não apresentando 

um padrão imprinted. Neste mesmo trabalho os autores afirmam que as condições de cultivo 

podem alterar o padrão normal de metilação. Então especulamos que o padrão hipermetilado 

encontrado em nosso estudo pode ser devido às condições de cultivo utilizadas (composição 

do meio de cultivo e condições de atmosfera); ou esse padrão hipermetilado é normal em 

fibroblastos bovinos (Jie et al., 2008; revisto por Muleronavarro & Esteller, 2008). 

Jie e colaboradores (2008), ao utilizarem células somáticas de pulmão para 

avaliar o padrão de metilação do gene XIST, encontraram um padrão hipermetilado tanto nas 

céulas do grupo controle quanto nas células de bovinos provenientes de transferência nuclear. 

Michalczechen Lacerda et al (2010) ao cultivar fibroblastos bovinos in vitro com outra 

substância desmetilante de DNA, e avaliar o padrão de metilação da DMR do éxon 1 do gene 

XIST também encontraram um padrão hipermetilado, tanto para as células controle quanto 

para as células tratadas. Portanto, nosso resultado está de acordo com os dados citados acima. 

Comparando nossos resultados, que não mostraram diferenças entre os alelos 

paterno e materno, estando ambos hipermetilados, e os resultados de McDonald e 

colaboradores 1998, que mostraram diferenças no padrão de metilação entre espermatozóides 

e ovócitos, podemos especular que no início do desenvolvimento essa região tem um padrão 

de metilação imprinted sendo importante na escolha de qual cromossomo X será escolhido 

para ser inativado e que após a diferenciação celular esse padrão é perdido, através da 

hipermetilação, pelo menos em fibroblastos de pele. Ainda, sabendo-se que após a escolha de 

qual cromossomo será inativado todas as células originadas daquela célula seguem o mesmo 

padrão de inativação (Kay., 1998), pode-se especular que são outros eventos epigenéticos, 

diferentes de metilação, que são importantes a partir daí no processo de inativação do 

cromossomo X em células somáticas (Hajkova et al., 2002; Zhao et al., 2011; Del Arenal et 

al., 2011). 

Baseando-se no potencial desmetilante da SAH (Jeon et al., 2008; Leyton et 

al., 1995; Lengauer et al., 1997), esperava-se que, pelo menos com o tratamento com 2,0mM, 
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uma menor quantidade de sítios CpG metilados fosse detectada nessas células, o que não 

ocorreu. 

Spikens e colaboradores (2011) alegam que o SAH não possui a capacidade de 

entrar na célula, pois ao cultivarem células endotelias umbilicais humanas com SAH 

extracelular por 6 horas, não verificaram um aumento de SAH intracelular. Isso pode explicar 

porque não encontramos diferenças no presente trabalho. Porém, a concentração de SAH 

utilizado no trabalho de Spikens e colaboradores (2011) foi muito inferior à concentração 

utilizada no nosso trabalho, assim como o tempo de cultivo. 

Por outro lado, Jeon e colaboradores, 2008 cultivando fibroblastos bovinos 

com uma concentração de 2,0mM de SAH por 120 horas, observaram uma desmetilação 

global do DNA, reativação parcial do cromossomo X inativo nos carioplastos e aumento nas 

taxas de blastocisto e blastocisto expandido quando as células tratadas foram utilizadas na 

TN. Em nosso trabalho, avaliamos o padrão de metilação em apenas uma região genômica e o 

resultado mostrou que não houve efeito da SAH desmetilando o DNA nessa região. Isso não 

descarta a possibilidade de ter ocorrido uma desmetilação global no genoma ou em outras 

DMRs, mas que não foram avaliadas neste estudo. De qualquer forma, nossos resultados 

foram diferentes de Jeon e colaboradores 2008, o que pode ser devido ao tempo de exposição 

à droga e/ou ao sistema de cultivo diferentes. 

Um ponto importante a ser considerado é se há alguma diferença entre 

diferentes regiões genômicas quanto à resistência para serem desprogramadas. Assim, 

algumas regiões seriam mais susceptíveis e outras mais resistentes para peder metilação (Bogs 

et al., 2002; Sudbrak et al., 2001; Craig et al., 2004).Outro fato importante a se considerar é a 

possibilidade de linhagens celulares diferentes se comportarem diferentemente ao serem 

expostas a substâncias desmetilantes de DNA (Villar- Garea et al., 2003; Tada et al., 2007). 

De qualquer forma, no presente estudo, 2,0mM de SAH por 72 horas, nas condições de 

cultivo utilizadas, não foram suficientes para desmetilar essa região da ilha CpG contida no 

éxon 1 do gene XIST. 

Considerando que o gene XIST tem um controle de sua transcrição envolvendo 

um padrão de metilação (De La Fuente et al., 1999; Csankovszki et al., 2001; Jeon et al., 

2012), a utilização de uma substância desmetilante de DNA no cultivo celular poderia alterar 

o padrão de metilação e consequentemente o perfil de expressão do gene. Portanto, após o 

tratamento das células com SAH, a presença de transcritos para o gene XIST foi quantificada 

e comparada entre os grupos controle e tratado com 2,0mM de SAH utilizando qPCR. A 



74 

 

 

 

presença do RNA XIST é necessária para que ocorra a ICX (Penny et al., 1996; Zhao et al., 

2008; Del Arenal et al., 2011; Jeon et al., 2012). Este gene transcreve um RNA que envolve o 

cromossomo, iniciando o silenciamento dos outros genes do cromossomo. Após a indução do 

silenciamento do X, o padrão de inativação determinado pelo XIST é mantido por metilação 

de DNA e histonas e associação da cromatina com vários complexos proteicos (Lock et al., 

1987; Singer-Sam et al., 1990; Zhao et al., 2008; Del Arenal et al., 2011; Jeon et al., 2012). 

A presença do gene XIST foi detectada, tanto nas células controle como nas 

células tratadas (Figura 2.7), e não houve diferença significativa na expressão relativa do gene 

XIST entre os dois grupos (Figura 2.11). A detecção de transcritos para o XIST sugere não 

haver o envolvimento apenas do padrão de metilação da ilha CpG presente no éxon 1 do gene 

no controle de sua expressão, nessas células, pois esta região se encontra hipermetilada em 

ambos os alelos (Figura 2.6). Nossos resultados estão de acordo com outro trabalho que 

detectou a expressão do gene XIST em diferentes linhagens de células tronco embrionárias 

humanas, mesmo apresentando o promotor com um padrão hipermetilado (Dvash et al., 

2010). 

Como já discutido anteriormente, o padrão hipermetilado encontrado neste 

estudo pode estar relacionado às condições de cultivo in vitro ou mesmo ser um padrão 

normal em fibroblastos de pele. A detecção de transcritos para o gene XIST seria um nível 

basal de expressão, não sendo transcricionalmente controlado pelo padrão de metilação dessa 

região e nem sendo essencial para a manutenção do padrão de inativação do cromossomo X. 

Outras alterações epigenéticas conhecidamente envolvidas com a XCI como a H3K27me3 e a 

H3K4me (Nesterova et al., 2008; revisto por Hemberger et al., 2009; revisto por 

Sasaki&Matsui., 2008; Del Arenal et al., 2011) poderiam estar envolvidas neste processo. 

Especulamos que uma diminuição da H3K27me3 e aumento da H3K4me poderiam garantir o 

nível basal de transcrição do XIST ao longo das divisões celulares que aconteceram durante o 

cultivo celular. 

Levando-se em consideração que uma região imprinted apresenta um padrão de 

metilação de 50%, por apresentar um alelo metilado e outro não (Reik & Walter., 2001), 

existe ainda a possibilidade de que a ilha CpG estudada neste experimento não seja uma 

região imprinted em bovinos, o que justificaria apenas um padrão de metilação encontrado 

neste estudo, concordando com o trabalho de Dindot e colaboradores (2004), que também 

sugerem que esta região pode não ser o elemento responsável pelo imprinting no bovino. 

Portanto, considerando-se esta última possibilidade, a presença de transcritos detectada se 
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explicaria pelo fato de existir outra forma de controle para o gene. De qualquer forma, 

McDonald e colaboradores (1998) encontram diferenças no padrão de metilação para essa 

região entre espermatozóides e ovócitos, sugerindo um padrão imprinted, mas em 

camundongos. Como comentado anteriormente, sugerimos que essa região poderia ter um 

padrão imprinted até o momento de se estabelecer o padrão de ICX e após esse momento 

perder seu padrão imprinted em fibroblastos de pele de bovinos. 

Em células não diferenciadas, fatores de pluripotência celular reprimem a 

expressão de XIST. Esses fatores podem agir diretamente, se ligando ao íntron 1 do gene 

XIST, ou indiretamente, ativando a transcrição de TSIX, um gene que transcreve um RNA 

antisense ao XIST ou ainda reprimindo os ativadores de XIST como o Rnf12. O RNA TSIX 

recruta a enzima DNMT3A, metilando o gene XIST em cis para que o cromossomo 

permaneça ativo. Durante a diferenciação celular, os fatores de pluripotência diminuem e os 

ativadores de XIST aumentam, desencadeando a inativação em cis de um cromossomo X e 

finalmente baixando os níveis de Rnf12. Em cada cromossomo (ativo e inativo) diferentes 

modos de regulação em cis acontecem. No futuro cromossomo X ativo a expressão de TSIX é 

estimulada por fatores de pluripotência e possivelmente pelo XITE. E no futuro cromossomo 

X inativo um pequeno RNA (repA) se liga ao complexo policomb 2 (PRC2) que se ligam ao 

promotor de XIST através de um ―receptor‖ o YY1, permitindo a transcrição de XIST. O 

RNA XIST cobre o cromossomo X em cis e o silenciamento gênico ao longo do cromossomo 

é então iniciado. Complexos modificadores de cromatina, como a PRC1 e PRC2 além de 

outros fatores como H3K27me3, H2AK199ub, H3K9me2 e H4K20me são recrutados, 

resultando no acúmulo de modificações típicas de heterocromatina. Em seguida, outros 

fatores epigenéticos aparecem, tais como, aquisição da metilação do DNA e a incorporação da 

histona macroH2A, além do recrutamento de outras proteínas, mantendo o estado inativo do 

cromossomo (Zhao et al., 2008; Del Arenal et al., 2011). 

Acreditamos que algumas destas alterações citadas anteriormente, importantes 

para o início e estabelecimento da ICX mas não a metilação do DNA, podem se desfazer da 

cromatina ao longo das divisões celulares, sendo estas alterações suficientes para garantir um 

nível basal de expressão do gene XIST. 

A utilização do SAH como agente desmetilante de DNA no cultivo de células 

doadoras de núcleo para clonagem por transferência nuclear é uma alternativa técnica ainda 

não muito utilizada, e com poucos relatos na literatura, a maioria deles relacionados a 

diagnóstico de doenças cardíacas. 
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Os resultados encontrados nesse estudo mostraram que 2,0mM de SAH por 72 

horas não foi suficiente para inviabilizar o crescimento celular e desmetilar o DNA. Portanto, 

o perfil de expressão para o XIST, igual entre os dois tratamentos, corroboram os resultados 

de viabilidade celular e padrão de metilação do DNA. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

O SAH nas condições utilizadas nesse experimento, concentração de 2,0mM e 

72 horas de cultivo, não foi capaz de desmetilar o DNA da região estudada e alterar a 

expressão do gene XIST. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

Atualmente, objetiva-se desenvolver protocolos que visem o aumento da 

eficiência da técnica de clonagem por transferência nuclear. No caso desse experimento, 

submeter a célula doadora de núcleo a um tratamento para sofrer uma desprogramação 

epigenética antes da clonagem pode aumentar a eficiência da técnica. Acredita-se que o SAH, 

desmetilando o genoma do núcleo doador, seja capaz de aumentar a eficiência da clonagem de 

mamíferos, produção de animais transgênicos, e produção de células-tronco a partir de células 

diferenciadas. No entanto, se faz necessário testar novas concentrações de SAH e/ou tempo de 

cultivo. Além disso, outras avaliações como a quantificação do padrão de metilação global de 

DNA e modificações de histonas podem ser úteis para que o efeito dessa substância seja 

melhor entendida e otimizada. 
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