UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE GENETICA

ANALISE DO PADRAO DE METILACAO DO GENE PEG3 EM DIFERENTES
REGIOES DE CEREBRO DE BOVINOS DA RACA NELORE

Ribeir o Preto — SP
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



HELIDA REGINA MAGALHAES

ANALISE DO PADRAO DE METILACAO DO GENE PEG3 EM DIFERENTES
REGIOES DE CEREBRO DE BOVINOS DA RACA NELORE

Dissertacao de Mestrado apresentada ao
Departamento de Genética da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias. Area de concentragio:
Genética.

Orientadora: Profa. Dra. Vera Lucia Cardoso

Ribeir o Preto — SP

2009



FICHA CATALOGRAFICA

Magalhaes, Hélida Regina

Analise do padriao de metilacdo do gene Peg3 em diferentes
regides de cérebro de bovinos da raga Nelore. Ribeirdo Preto, 2009.

70 p. :1il. ; 30cm

Dissertagdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/USP. Area de concentragdo: Genética.

Orientador: Cardoso, Vera Lucia

1. Imprinting Gendmico. 2. Metilagdo. 3. Peg3. 4. Bovinos.




FOLHA DE APROVACAO

Hélida Regina Magalhaes

Dissertagdo de Mestrado apresentada
ao Departamento de Genética da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP para
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.
Area de concentracio: Genética.

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.
Instituigdo: Assinatura
Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura




Aos meus pais,

Heloisa e Marcos, pelo amor, apoio e incentivo, que me tornaram forte ¢
confiante na busca dos meus ideais.
A minha familia,
pelo carinho e compreensao, nos momentos de auséncia sentidos, mas

necessarios para a realizacao deste trabalho.

Ao Danidl,

pelo companheirismo, pela paciéncia e pelo amor que tem me dedicado.

Com amor e gratidao,

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

A Prof. Dra. Vera Lucia Cardoso, pela orientacdo, pela dedicacdo, e pela confianca que

depositou em mim.

A Prof. Dra. Ester Silveira Ramos, pela co-orientagdo, por me receber em seu laboratorio e

tornar este trabalho possivel.

Ao Dr. Alvaro Fabricio Lopes Rios, pela amizade, dedicagdo, pelos ensinamentos que me

deram base na genética molecular, e pela ajuda valiosa na realizagdo deste trabalho.

A Prof. Dra. Gisele Fabrino Machado, da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Filho, UNESP de Aragatuba, pelas valiosas aulas de neuroanatomia.

Aos técnicos dos laboratorios do bloco C: Marli Aparecida Vanni Galerani, Silvio Avelino
Santos, Reginaldo Aparecido Vila, Luiz Antonio Framartino Bezerra, Sebastido Paulo
Framartino Bezerra e Marco Pinto Corrado, por estarem sempre prontos para ajudar nas

tarefas do laboratdrio, e pela amizade.

Aos professores e funciondrios do Departamento de genética da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, pelo auxilio e pelos ensinamentos que ajudaram na minha formagao.

Aos pesquisadores e funcionarios da APTA- Polo Regional Centro Leste, Ribeirdo Preto, pela
colaboragdo e amizade, em especial a Dra. Lenira El Faro, pelas palavras de incentivo que me

motivaram a seguir na vida académica.



A Prefeitura do Campus, da USP de Pirassununga, por permitir a coleta das amostras de
cérebro bovino no Matadouro-escola, em especial aos funciondrios do Matadouro-escola pelo

auxilio nas coletas.

Ao médico veterindrio Dr. André Luiz K. Nogueira Vanzella, ¢ aos demais funcionarios do

Frigorifico Barra Mansa, que também auxiliaram na coleta de materiais.

Aos colegas do laboratério de Epigenética e Reproducdo do bloco C: Adriane, Lisandra,
Paula, Jaqueline, Murilo, Marcus Vinicius, pela amizade, pelos socorros prestados, pelo
consolo quando géis ¢ PCRs davam errados, ¢ pelas discussdes que muito ajudaram na

realizacdo deste trabalho, devo muito a vocés.

Aos demais colegas do bloco C: Adriana, Alejandro, Andrea, Carol, Ciro, Cristiana, Flavia,
Flavia Donabela, Felipe, Fernanda, Franciele, Jeferson, Juliana Cuzzi, Juliana Meola, Juliana
Serafim, Karine, Marcelo, Mariana, Newton, Rita e Silvina, pelo agradavel convivio e

amizade. Tenho um carinho enorme por voceés!



RESUMO

MAGALHAES, H. R. Andlise do padr o de metilacio do gene Peg3 em diferentes regides
de cérebro de bovinos da raca Nelore. 2009. 70f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. Ribeirdo Preto, 2009.

O comportamento materno ¢ essencial para a sobrevivéncia e desenvolvimento do filhote
mamifero. Durante a prenhez, as fémeas recebem estimulos sensoriais € hormonais capazes de
modificar e preparar o cérebro da mae para o inicio dos padrdes de comportamento materno
(por exemplo, aumentando o nimero neurdnios produtores de oxitocina no hipotalamo).
Estudos tém identificado o hipotalamo como o principal responsavel por estas mudangas,
porém outras areas do cérebro também estdo envolvidas no processo do comportamento
materno. Peg3, um gene marcado paternalmente expresso, ¢ conhecido por controlar o
comportamento materno em camundongos. Fémeas nocautes para o gene Peg3 falham em
aumentar a ingestao de alimentos, na ejecdo de leite e em algumas atividades maternais, como
placentofagia e construcao do ninho. Este estudo teve como objetivo determinar os padrdes de
metilacdo da regido diferencialmente metilada de Peg3 (Peg3DMR) de animais da raga
Nelore de bovinos em diversas areas do cérebro. Amostras foram coletadas das seguintes
areas: cortex frontal, occipital, temporal e parietal, hipocampo e hipotadlamo, num total de 8
animais (4 machos ¢ 4 fémeas). O padrao de metilagdo destas amostras foi analisado pelo
protocolo COBRA (do inglés, Combined Bisulfite-Restriction Analysis), que combina a
modificagdo do DNA por bissulfito de sddio, amplificagao por PCR e digestao por enzima de
restricao. Foram encontrados diferentes padrdes de metilacdo entre as amostras, ocorrendo
uma predominancia de hipometilacdo entre as amostras do sexo masculino, e padrdes mais
variados nas amostras do sexo feminino. As varia¢des nos padroes de metilagdo ocorreram de

maneira mais marcante entre as amostras de uma mesma regido cerebral de diferentes



animais, do que entre as amostras de varias regidoes de um mesmo animal. Os resultados
indicam que pode haver uma variagdo no status de imprinting em nivel populacional, porém
estudos com um nimero maior de amostras sdo necessarios para a verifica¢ao da significancia

estatistica destas variagoes.

Palavras-chave: imprinting genémico, metilagdo, Peg3, bovinos.



ABSTRACT

MAGALHAES, H. R. Methylation pattern assay of Peg3 in several regions of Nellore
cattle breed brain. 2009. 70f. Dissertation (Master Degree) —Faculty of Medicine of Ribeirdo

Preto, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

The maternal behavior is essential to survival and development of mammalian offspring.
Throughout pregnancy, females receive sensory and hormonal stimuli which promote
modifications and prepare the mother’s brain to the onset of maternal behavior patterns (for
example, by increasing numbers of neurons producing oxytocin in the hypothalamus). Studies
have identified the hypothalamus as the main responsible for these changes, but other areas of
the brain are also involved in the maternal behavior process. Peg3, an imprinted paternally
expressed gene, is known to control maternal behavior in mice. Peg3 knockout females failed
in increasing food intake, milk ejection and some maternal activities as placentofagia and nest
building. This study aimed to determine the methylation patterns of the differently methylated
region of Peg3 (DMR-Peg3) of animals from Nellore cattle breed in several areas of the brain.
Samples were collected from the following areas of cattle brain: the frontal, occipital,
temporal and parietal cortices, hippocampus and hypothalamus, in a total of 8 animals (4
males and 4 females). The methylation pattern of these samples was analyzed by the protocol
COBRA (Combined Bisulfite-Restriction Analysis), which combines DNA modification by
sodium bisulfite, PCR amplification and digestion by restriction enzymes. It was found
different methylation patterns among the samples. There was a predominance of
hypomethylation among male samples, while different patterns were found among the female
samples. Variation in the methylation patterns was more markedly observed among samples
of the same cerebral region among different animals, then among samples of several regions

within an animal. The results suggest that there may be a variation in the imprinting status at a



population level, but further assays, with an increased number of samples are needed to verify

the statistical significance of this variation.

Keywords: genomic imprinting, methylation, Peg3, cattle.
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1.1. Imprinting gendmico

Em organismos dipldides, os genes normalmente sdo expressos de maneira bialélica
(os alelos maternos e paternos sdo igualmente expressos), garantindo que mutagoes deletérias
recessivas fiquem silenciadas e se manifestem apenas quando presentes em homozigose. Até
o inicio da década de 1980, acreditava-se que cada copia de um gene era funcionalmente
equivalente, independente de qual parente ela tinha sido herdada. Embora os efeitos de origem
parental ja fossem reconhecidos ha cerca de 3000 anos por criadores de mulas na Asia Menor
(SAVORY, 1970), foi apenas em 1984 que surgiram os primeiros experimentos que
comprovaram este tipo de efeito em mamiferos. McGrath e Solter (1984), através de
experimentos com embrides de camundongos ginogenéticos e androgenéticos (com material
genético de origem exclusivamente materna e paterna, respectivamente), obtiveram
evidéncias de que a presenga dos genomas materno e paterno no embrido ¢ imprescindivel
para que a embriogénese ocorra de forma normal. Nestes experimentos, enquanto no grupo de
embrides controles (em que ambos os pronucleos materno e paterno foram transplantados)
36% chegaram a nascer, nenhum dos embrides que tiveram transplantados dois pronticleos de
mesma origem (materna ou paterna) se desenvolveram a termo. No mesmo ano, também
foram wusados embrides ginogenéticos (SURANI; BARTON; NORRIS, 1984) e
androgenéticos (BARTON; SURANI; NORRIS, 1984) de camundongos para estudar a
contribui¢cdo de cada um dos genomas no desenvolvimento. Nestes experimentos, os embrides
ginogenéticos tiveram crescimento retardado, desenvolvimento anormal dos tecidos extra-
embrionarios, ¢ morreram por volta da metade da gestagdo. Por outro lado, os embrides
androgenéticos tiveram desenvolvimento completo da placenta, mas também nao

sobreviveram até o parto. Assim, com base nestes resultados, concluiram que os genomas
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materno e paterno sao funcionalmente ndo-equivalentes, sendo que o genoma paterno estaria
principalmente envolvido com o desenvolvimento de tecidos extra-embriondrios, enquanto
que o genoma materno seria essencial em alguns estagios da embriogénese.

Outras evidéncias da diferenga da contribui¢do dos genomas parentais foram obtidas
nos casos de teratoma ovariano (LINDER; POWER, 1970) e mola hidatiforme completa em
humanos (KAJII; OHAMA, 1977), que sdo estruturas de ocorréncias naturais ginogenéticas e
androgenéticas, respectivamente. Os teratomas ovarianos s30 compostos por uma massa
desorganizada de tecidos embrionarios, mas sem a presenca de uma placenta. Por outro lado,
na mola hidatiforme ocorre crescimento excessivo do trofoblasto, na auséncia de um embrido
(HITCHINS; MOORE, 2002).

Em 1987, grupos de pesquisa de diferentes laboratérios ao redor do mundo
identificaram que a metilacdo do DNA era o fator que “marcava” os genes para este tipo de
regulacdo (MONK; BOUBELIK; LEHNERT, 1987; REIK et al., 1987; SANFORD et al.,
1987; SAPIENZA et al., 1987). No inicio dos anos 1990, foram identificados genes com um
padrdo de expressdao que poderiam explicar as diferengas na contribuicdo dos genomas
materno ¢ paterno. Os genes Igf2 (DeCHIARA; ROBERTSON; EFSTRATIADIS, 1991),
Igf2r (BARLOW et al., 1991) e H19 (BARTOLOMEI; ZEMEL; TILGHMAN, 1991), foram
os primeiros genes marcados identificados em camundongos. Desde entdo, cerca de 90 genes
em camundongos (Mus musculus), 70 em humanos (Homo sapiens) ¢ 12 em bovinos (Bos
taurus sp) foram identificados (MORISON; PATON; CLEVERLEY, 2001). Entretanto
acredita-se que o numero de genes marcados possa representar de 0,1 a 0,2 % dos genes
presentes no genoma dos mamiferos (DINDOT et al., 2004).

O imprinting gendmico ¢ um mecanismo de controle da transcrigdo génica no qual
apenas um dos alelos é expresso dependendo de sua origem parental (REIK; WALTER,

2001). Em animais, o mecanismo de imprinting esta presente nos mamiferos placentarios,
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mas ausente em todas as outras classes de vertebrados. Sugere-se que o imprinting tenha
surgido ha cerca de 100 milhdes de anos na linhagem vertebrada, no momento da divergéncia
dos mamiferos placentarios dos monotremados, mas antes da divergéncia das classes
placentarias ¢ marsupiais (CURLEY et al., 2004). Entretanto, a expressdo génica parental-
especifica no endosperma de plantas e na determinagao sexual em alguns insetos sugere que o
imprinting gendmico pode ter evoluido de forma independente varias vezes em eucariotos, ¢
que pode apresentar fungdes biolodgicas distintas (SLEUTELS; BARLOW, 2002).

Existem varias teorias que tentam explicar a origem e a fung¢do do Imprinting
genOmico nos mamiferos, e entre elas a que parece apresentar um melhor embasamento ¢é a
“teoria do conflito”, a qual se baseia em um suposto “cabo de guerra” de interesse entre os
sexos (GODFRAY, 1995). Ao contrario dos animais oviparos que depositam uma quantidade
fixa de nutrientes em um ovo, nos mamiferos placentdrios o embrido ¢ nutrido
continuadamente através da placenta. Além disso, os filhotes mamiferos passam por um
periodo de crescimento pods-natal em que sdo totalmente dependentes da producdo do leite
materno e outros cuidados como protecdo contra predadores e manutengdo da temperatura
corporal (SLEUTELS; BARLOW, 2002).

Como ¢ de interesse do pai que sua cria obtenha o maximo de recursos maternos
possiveis para que se desenvolva normalmente, os genes expressos paternalmente estio
envolvidos no crescimento placentario e no controle do comportamento da mae nos cuidados
com a cria, mesmo apos o parto. Mas para a fémea, todo esse processo tem um custo
fisiologico e reprodutivo muito alto, e, portanto, ¢ de interesse da mae tentar minimizar seu
prejuizo, garantindo sua propria sobrevivéncia e também a possibilidade de futuras gestacdes,
e isso ¢ feito através do silenciamento destes mesmos genes (HAIG, 2000).

As primeiras evidéncias deste conflito surgiram através de estudos com o gene 1gf2,

que ¢ paternalmente expresso. Este gene codifica um fator de crescimento semelhante a
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insulina que ¢ responsavel pelo crescimento do embrido. No alelo materno, este gene esta
silenciado enquanto que o gene Igf2r, cujo produto inibe o funcionamento do gene 1gf2 esta

sendo expresso (HITCHINS; MOORE, 2002).

1.1.1. Metilacdo do DNA

O mecanismo de imprinting gendmico ¢ mediado pela interacdo de fatores
epigenéticos, de modo que a transcricdo do gene ¢ alterada, enquanto sua seqiliéncia
permanece inalterada. O principal ¢ mais estudado mecanismo epigenético ¢ a metilagdo
alelo-especifica do DNA (SHI, 2005).

Ha evidéncias de que a metilagio do DNA possa ter evoluido a partir de um
mecanismo de defesa contra genomas parasitarios presentes em bactérias, que utilizam
metilacdo para proteger o proprio DNA da acdo das enzimas de restricio (KANEKO-
ISHINO; KOHDA; ISHINO, 2003). Os mamiferos podem ter adquirido este mecanismo
através da inser¢do de elementos de transposi¢do (transposons). Esses parasitas genomicos
possuem seqliéncias terminais repetitivas capazes de “atrair” a metilagdo de uma maneira
seqiiéncia dependente por induzir a formagao de estruturas secundarias incomuns durante a
replicagdo do DNA. Essas repetigdes sdo geralmente encontradas dentro ou muito proximas
das chamadas ilhas CpG, que s3o regides ricas em dinucleotideos CpG em sua seqiiencia
(SLEUTELS; BARLOW, 2002).

No processo de metilagdo, grupos metil (CH3) sdo covalentemente adicionados ao
carbono na posicdo 5 das citosinas localizadas nos dinucleotideos CpG, numa reagao

catalisada por enzimas DNA metiltransferases (DNMTs). As DNMTs sdo enzimas
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responsaveis pela metilagdo de novo ou de manutengdo desses dinucleotideos (SWALES;
SPEARS, 2005). Os genes marcados estdo geralmente localizados em clusters nos
cromossomos e sdo regulados coordenadamente por uma Regido Controladora de Imprinting
(ICR; do inglés, Imprinting Control Region). Dele¢des nestas regides podem afetar os padrdes
de imprinting de genes proximos, assim como de genes relativamente distantes (KIM et al.,
2003; SLEUTELS; BARLOW, 2002).

A metilagdo ocorre em regides conhecidas como Regides Diferencialmente Metiladas
(DMR; do inglés, Differently Methylated Region), as quais abrigam as ICRs. Uma DMR pode
estar posicionada a montante, a jusante ou mesmo dentro do proprio gene (SHI, 2005). Em
geral, os padroes de metilagdo das DMRs sdo mantidos nos tecidos somaticos,
independentemente do sexo do embrido, sendo apagados no inicio da migragdo das células
germinativas primordiais. A metilacdo ¢ apagada a cada ciclo reprodutivo, e ¢ restabelecida
nas células germinativas maduras, de modo a estabelecer os padrdes sexo-especificos de
metilagio (LUCIFERO; CHAILLET; TRASLER, 2004). Entretanto, esses padrdes sio
reversiveis ¢ podem ser influenciados tanto pelo ambiente interno quanto externo a célula,
permitindo assim uma variabilidade tecido e estagio-especifica no status de imprinting.
Existem fortes evidencias demonstrando que fatores ambientais podem influenciar a
metilagdo do DNA. Por exemplo, o fornecimento de dietas metil-suplementadas a gravidas
agouti mutantes altera a regulagdo epigenética da expressdo agouti na cria de camundongos
(MOORE, 2001).

Defeitos nos padrdes de imprinting sdo responsaveis pela etiologia de sindromes como
Prader-Willi, Angelman e Tourette, sendo fortes candidatos também no surgimento de
disturbios mentais como autismo, esquizofrenia, transtorno bipolar e epilepsia (DAVIES;
ISLES; WILKINSON, 2004). Muitos canceres também sdo atribuidos a perda de imprinting

de genes que estao envolvidos com crescimento e regulacdo do ciclo celular, fatores de reparo
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de DNA e receptores de hormodnios esterdides (DOWDY et al., 2005). Entre esses tumores
encontram-se o tumor de Wilms e gliomas (HITCHINS; MOORE, 2002; MAEGAWA et al.,
2001). Em bovinos, alteragdes em genes marcados tém sido relacionadas ao surgimento da
Sindrome do Bezerro Grande (LOS, do inglés Large Offspring Syndrome) (MAHER, 2005).

A metilagdo do DNA pode inibir a transcri¢do por dois mecanismos principais. No
primeiro mecanismo, o grupo metil interfere na ligacdo dos fatores de transcrigdo ao DNA
metilado, impedindo a transcri¢do. No segundo, o grupo metil recruta proteinas ligadoras de
metil-CpGs (MBDs), que por sua vez trazem histonas deacetilases (HDACs) que ativam a
maquinaria de remodelagem da cromatina (o complexo NuRD) (LEE, 2003). A metilagdo do
DNA tem sido freqiientemente ligada a inativagdo génica, mas ha alguns exemplos em que a
metilagdo ¢ responsavel pela expressdo do alelo ativo, como ¢ o caso do gene 1gf2, em que a
metilagdo esta presente no alelo expresso paterno.

Além da metilacdo do DNA, as modificagdes covalentes de histonas, como acetilagao,
metilagdo, fosforilagdo, ubiquitina¢do e ribosilacdo, tém um papel fundamental na regulacao
epigenética. As histonas sdo proteinas associadas ao DNA responsaveis pela formagdo das
subunidades estruturais basicas da cromatina, os nucleossomos. Assim, através destas
modifica¢des, as histonas sdo capazes de controlar transi¢des dinamicas entre os estados
transcricionalmente ativos e silenciados da cromatina. O alelo ativo tem uma estrutura de
eucromatina, que ¢ mais acessivel a maquinaria de transcri¢do, enquanto o alelo silenciado
adquire uma conformacdo de heterocromatina, que reduz a acessibilidade do nucleossomo ao

aparato de transcricao (HITCHINS; MOORE, 2002).
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1.2. Fungbes do Imprinting gendmico

A maioria dos genes marcados ¢ expressa principalmente em células neurais, tecidos
fetais e tecidos extra-embriondrios, e, portanto, parecem estar envolvidos no crescimento
fetal, no funcionamento da placenta, e em aspectos do comportamento (KANEKO-ISHINO;
KOHDA; ISHINO, 2003).

Aproximadamente metade dos genes marcados em mamiferos participa no controle do
crescimento pré-natal. Tem sido relatado que a diminuigdo nos niveis de expressao de alguns
genes expressos paternalmente (como 1gf2, Pegl e Peg3) retarda o crescimento intra-uterino,
enquanto que a dele¢do dos genes expressos maternalmente Grb10, H19 ou Igf2r, resulta em
hipercrescimento do feto. Entretanto, ha também relatos de genes que regulam o crescimento
pbs-natal, como por exemplo, o gene Rasgrfl, que esta envolvido na sintese e liberagcdo do
Hormonio de Crescimento (GH) (SHI, 2005).

A expressdao de genes marcados na placenta ¢ essencial para o crescimento e
funcionamento deste o6rgdo, e, portanto, ¢ também um fator determinante no crescimento fetal.
Genes responsaveis pelo desenvolvimento de diferentes regides da placenta tém sido
descobertos, como o Igf2 (labirinto trofoblastico e espongiotrofoblasto), o Pegl (vasos
sangiiineos do labirinto) e o Peg3 (labirinto e espongiotrofoblasto). Nocautes destes genes
resultam em placentas de tamanho reduzido (65, 85 ¢ 72%, respectivamente), limitando assim
a transferéncia de nutrientes ¢ levando a uma redugdo no crescimento fetal. Delegoes dos
genes H19, 1gf2r e p57kip2, ao contrario, resultaram em hiperplasia de todas as camadas da
placenta (140, 140 e 144%, respectivamente) (REIK et al., 2003).

A influéncia dos genes marcados no neurodesenvolvimento foi comprovada através de

estudos com ratos quimeras com células partenogenéticas (PG) e androgenéticas (AG). Nestes
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experimentos, as células PG e AG mostraram um padrao claro e reciproco de distribuicdo. As
células PG foram encontradas apenas no cortex e estriado, enquanto as células AG
apareceram principalmente no hipotdlamo e na area pré-optica (KEVERNE et al., 1996).
Estes resultados sugeriram que os genomas materno e paterno devem ter impactos diferentes
sobre o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso (DAVIES; ISLES;
WILKINSON, 2004). O hipotalamo compde o sistema limbico, que, além de controlar o
comportamento, também ¢ responsavel por controlar a temperatura corporal, as necessidades
instintivas e emocionais, como fome, sede, agressividade, libido e outros comportamentos
inatos. O coértex cerebral, por outro lado, é especializado em inibir, controlar e moderar as
demandas instintivas do sistema limbico, mais uma vez confirmando a teoria do conflito
(SHI, 2005).

Entretanto, a expressdo persistente de alguns genes marcados em cérebros adultos
pode indicar que, além de seu envolvimento na neurogénese, estes genes também podem
interferir no funcionamento do cérebro adulto, regulando processos envolvidos com memoria,
cogni¢do e comportamento (WILKINSON; DAVIES; ISLES, 2007).

Fendtipos de alteragdo de crescimento ¢ de comportamento sdo comuns em sindromes
causadas por dissomia uniparental, quando um individuo herda as duas copias de um
cromossomo especifico de um unico genitor, sem nenhuma copia do outro genitor. No caso
da Sindrome de Beckwith-Wiedemann, a dissomia uniparental paterna de uma regido do
cromossomo 11 resulta em criangas grandes ao nascimento, com macroglossia e hérnia
umbilical, além de altera¢des nos rins, glandulas supra-renais ¢ no figado. J4 no caso da
sindrome de Prader-Willi, a dissomia uniparental materna da regido cromossomica 15q11-q13
causa deficiéncia mental e graves distirbios de aprendizagem, além de problemas

comportamentais como crises temperamentais e disturbios obsessivo-compulsivos, sendo que



23

de 5 a 10% dos pacientes pode também desenvolver psicoses na vida adulta (NICHOLLS,

2000).

1.2.1. Comportamento materno

Segundo Crowell-Davis e Houpt (1986), o comportamento materno em mamiferos ¢
definido como todo o cuidado dado pelas maes aos seus filhotes, desde o nascimento até que
eles desenvolvam caracteristicas e habilidades que assegurem sua propria sobrevivéncia,
tornando-se independentes da dieta lactea e dos demais cuidados maternos.

O circuito neural responsavel pelo comportamento materno ¢ complexo, e envolve
interagdes entre o sistema nervoso central e o sistema endocrino (SHI, 2005). Hormonios,
neurotransmissores, neuropeptideos e estimulos sensoriais, em conjunto, sdo responsaveis por
modular o comportamento materno (BROWN, 1998). Muitos dos genes envolvidos com
comportamento materno sao expressos em regides do cérebro, como a area pré-optica medial
(MPOA) e nucleos paraventriculares do hipotalamo, que regulam a produ¢do de hormoénios
devido a sua ligacdo com as glandulas adrenais e pituitaria (eixo HPA) (LI et al., 1999;
NEUMANN, 2003). Também os hormonios da placenta aumentam a ingestao de alimentos
da mae, preparam o cérebro para o cuidado materno e a glandula mamaria para a producao de
leite. Proximo ao parto, o nivel de progesterona diminui, € aumentam os niveis de estrogenos
e prolactina (SHI, 2005).

A estimulagdo multisensorial na fémea apos a exposicdo aos filhotes e fatores
ambientais também tém um papel fundamental no comportamento materno. Os sinais

olfatdrios, visuais e as vocalizagdes sdo importantes no reconhecimento dos filhotes logo apos
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o parto, sendo que fémeas com anosmia canibalizam ou abandonam seus filhotes (SHI, 2005).
O estimulo de sucg¢do do filhote pos-parto é capaz de sustentar a producao de leite, e também
silenciar o interesse sexual das fémeas pelos machos, garantindo uma duracdo maior do
cuidado materno (CURLEY et al., 2004).

O comportamento materno ¢ extremamente diverso entre as varias espécies de
mamiferos. A intensidade dos cuidados e o tempo gasto com os filhotes apresentam uma
grande variagdo, de espécies que sdo minimamente maternais (como os coelhos, que gastam
poucos minutos do dia em contato com seus filhotes) até espécies, incluindo alguns primatas,
que mostram comportamento materno por todo o seu ciclo de vida (SHI, 2005).

As variagdes em comportamentos relacionados ao cuidado materno também tém sido
documentadas em um grande numero de subespécies e cruzamentos de animais domesticados.
Em bovinos, observa-se uma diferenga em relagdo ao comportamento materno no que se
refere a habilidade materna e a produgdo de leite nas ragas de diferentes origens e
especializacdes (leite ou corte). Imediatamente apds o parto, as vacas iniciam uma seqiliéncia
de atividades que sdo importantes no processo de reconhecimento dos bezerros pelas maes,
como o comportamento de cheirar e investigar o bezerro. Também o ato de lamber ajuda a
fortalecer o vinculo entre a mae e o bezerro, além de estimular a circulagdo periférica ¢ a
termogénese no bezerro (PARANHOS DA COSTA; CROMBERG, 1998). Logo apds o
nascimento, os bezerros se levantam, procuram pelas tetas ¢ comegam a mamar. Segundo
Selman, McEwan e Fisher (1970), os bezerros que tiveram um menor periodo entre o parto e
a primeira mamada foram os mais aptos a sobreviverem.

Ventorp e Michanek (1991) encontraram uma laténcia média a primeira mamada de
249 minutos em bovinos leiteiros (variando de 50 a 704 minutos), enquanto que Paranhos da
Costa, Cromberg e Ardesh (1996), estudando gado de corte, encontraram as médias de 106 (+

60), 208 (£114), 213 (£117) e 156 (£106) minutos para as ragas Nelore, Guzera, Gir e Caracu,
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respectivamente. Estas diferencas sdo provavelmente devidas a sele¢do artificial aplicada
sobre as populacdes em programas de melhoramento genético (NEWMAN, 1994). Para
facilitar o manejo do gado leiteiro, tais ragas tém sido selecionadas para um comportamento
menos rigido. Porém, no caso do gado de corte, sdo selecionadas vacas com maior habilidade
materna, ja que o bezerro com maior peso ao desmame € mais lucrativo numa producao.
Viarios genes ja foram identificados como sendo importantes para o comportamento
materno, como o Fosb, Dbh, Pegl e Peg3, entre outros. Fémeas homozigotas para mutagdes
nestes genes apresentam variagdes no comportamento materno que podem levar a um
aumento na taxa de mortalidade da cria, porém nenhuma anormalidade estrutural foi

observada nas sec¢des de cérebros de fémeas mutantes (LI et al., 1999).

1.3. O gene Peg3

O Peg3 (Paternally Expressed Gene 3), também conhecido como Pwl, é um gene
expresso paternalmente que codifica uma proteina multifuncional contendo 12 dominios de
ligagdo ao DNA tipo dedos de zinco (zinc fingers) e também dominios ricos em prolina, o que
indica que deve agir como um fator de transcrigdo e na intera¢do proteina-proteina (DOWDY
et al., 2005). Possui nove éxons distribuidos sobre uma regido de 30 Kb de comprimento, ¢ a
sua estrutura gendmica ¢ bem conservada entre as muitas espécies ja estudadas.

O Peg3 foi o primeiro gene marcado identificado no dominio de imprinting proximal
do cromossomo 7 de camundongos. Em humanos, essa regido ¢ sinténica com a regido
cromossomica 19q13.4, que tem sido ligada a ocorréncia de molas hidatiformes, cancer

ovariano ¢ gliomas (MURPHY; WYLIE; JIRTLE, 2001). Nao ha relatos da ocorréncia de
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UPDs para o cromossomo 19 em humanos, mas individuos com trissomia parcial de 19q sao
caracterizados por baixo peso ao nascer, retardo psicomotor, face flacida, orelhas anormais e
um pescogo curto com excesso de dobras de pele MURPHY; WYLIE; JIRTLE, 2001).

A Peg3DMR possui dois elementos de seqiiéncia conservada e multiplos sitios de
ligacdo para o YY1, um fator de transcricdo que age como promotor sensivel a metilagao
(Figura 1.1). Estudos recentes demonstraram que esses elementos possuem atividade de
ativacao e bloqueio da transcrigdo e, portanto, deve ter um papel importante no controle do

imprinting neste dominio (KIM et al., 2003; SONG et al., 2008).
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Figura 1.1. Figura adaptada de Kim et al (2003). Representacdo do intron 1 do gene Peg3. (a) Os retangulos
preenchidos indicam a posi¢@o dos éxons 1 e 2. O retangulo em branco indica a posi¢do da seqiiéncia analisada.
(b) Comparagdo da seqiiéncia entre as trés espécies camundongos, humanos ¢ bovinos. Os quadrados e circulos
representam os elementos de seqiiéncia conservada 1 e 2, respectivamente.

A transcrigdo bidirecional é uma caracteristica de alguns genes marcados, que
produzem transcritos sense e também antisense (KIM et al., 2004), como por exemplo, o Air
(RNA antisense do Igf2r). Glasgow et al. (2005) identificaram a presenga do transcrito
antisense Peg3 (APeg3) em cérebros de ratos. Em 2008, Choo, Kim e Kim (2008) localizaram

o APeg3 na regido 3’ ndo traduzida (UTR) do Peg3 em trés espécies de mamiferos
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(camundongos, humanos e bovinos). APeg3 também ¢ paternalmente expresso e este
transcrito pode se parear com o transcrito de Peg3, sendo provavel que esteja envolvido na
regulagdo pos-transcricional do Peg3 (CHOO; KIM; KIM, 2008).

Comparando Peg3 de humanos, camundongos e bovinos, Kim et al. (2004)
descobriram algumas diferengas inter-especificas. A primeira diferenga observada ¢ que o
Peg3 de bovinos tem uma dele¢cdo de aminoacidos que resulta na perda de funcdo da unidade
dedo de zinco nimero 2. Outra diferenga foi observada nos dominios ricos em prolina nestas
trés espécies. O Peg3 de camundongos contém dois destes dominios (um entre os fingers 5 e
6, e outro entre os fingers 10 e 11), enquanto que no PEG3 humano esta faltando o primeiro
dominio, e em bovinos o primeiro destes dominios ricos em prolina contém uma expansao da
seqiiéncia de aminoacidos com cerca de 80 cépias de um motivo de 9 aminoacidos. Este
primeiro dominio do Peg3 de camundongos também contém uma expansao de 12 copias de
um motivo de 10 aminoacidos, mas a seqiiéncia nestas duas espécies nao ¢ similar. Ja o
segundo dominio rico em prolina ¢ altamente conservado nestas trés espécies, com uma média
de 80% de conservacdo da seqiiéncia de aminoacidos, o que sugere que este dominio possui
papel importante na fun¢do de proteina do Peg3 de mamiferos.

Outra diferenga observada é a ocorréncia de splicing alternativo do éxon 3 em
humanos ¢ bovinos, mas ndo em camundongos. Este splicing alternativo resulta em trés
isoformas do Peg3, sendo a isoforma mais curta a forma dominante em todos os tecidos
testados. Em camundongo, a forma unica presente ¢ equivalente a forma mais curta do Peg3
de bovinos e humanos (KIM et al., 2004).

O gene PEG3 humano compartilha um grupo de 7 pequenos éxons na regido 5’ com o
gene também paternalmente expresso ZIM2, que esta localizado downstream do gene PEG3,
0 que ndo ocorre em camundongos e bovinos (Kim et al, 2000). A auséncia desta

sobreposi¢dao nestas espécies pode ser explicada pela presenga de dois genes, Ziml em
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camundongos e Astl em bovinos, que podem ter sido inseridos entre 0 Peg3 e o Zim2, em
cada uma das espécies mais recentemente, indicando que rearranjos evolucionarios tém
alterado a estrutura de genes em dominios de imprinting conservados (Figura 1.2). Esta
inser¢do dos genes Ziml e Ast1l modificou os padrdes de imprinting do gene Zim2, que passou
a ser maternalmente expresso em camundongos e bialelicamente expresso em bovinos (Kim

et al, 2004).
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Figura 1.2. Figura adaptada de Kim et al (2004). Comparagdo do intervalo Peg3-Zim2 de humanos,
camundongos e bovinos. Os éxons estdo representados nos retdngulos pretos. Os retangulos em cinzas sdo os
dominios ricos em leucina. A diregdo de transcricdo de cada gene esta indicada pelas setas. O status de
imprinting esta indicado pelos simbolos: 9= maternalmente expresso; 4= paternalmente expresso.

A hipermetilacdo do PEG3 encontrada em linhagens de células de gliomas em
humanos indica que o PEG3 deve funcionar como um gene supressor de tumor (MAEGAWA

et al., 2001). A proteina Peg3 parece estar envolvida na via de sinalizagdo de TNF (Tumor
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necrosis factor), interagindo com o Fator 2 Associado a receptor TNF (MAEGAWA et al.,
2001). Também estd envolvida no controle do ciclo celular, e tem um papel fundamental na
via de morte celular mediada por pS3. A expressdao do Peg3 ¢ induzida por danos isquémicos
(YAMAGUCHI et al., 2002) e acredita-se que Peg3 acelera a morte neural através da

translocag@o de proteinas Bax do citoplasma para a mitocondria (CURLEY et al., 2004).

1.3.1. Efeitos da mutacdo do Peg3 no comportamento mater no

Os filhotes de roedores sdo quase que completamente surdos, cegos, imoveis € sao
incapazes de manter a temperatura corporal ao nascimento, e, portanto, sua sobrevivéncia
depende muito dos cuidados da mae. Filhotes mutantes de camundongo s3o menos
competentes em mamar do que filhotes normais, eles tardam em desenvolver seu sistema de
auto-termorregulagdo, ¢ também t€m peso ao nascer reduzido e desmame atrasado (SHI,
2005). Curley et al. (2004), através do cruzamento de machos homozigotos mutantes com
fémeas normais comprovaram estes efeitos. A ninhada mutante tinha o mesmo niimero de
filhotes da ninhada controle, embora o nimero de filhotes que sobreviveram ao primeiro dia
apos o parto tenha sido menor. O peso médio do filhote na ninhada mutante foi menor do que
na ninhada controle, ¢ o tamanho da placenta também foi reduzido. As maes de filhotes
mutantes ganharam menos peso na ultima semana de gestacdo, o que indica uma falha nos
sinais placentarios que fazem a mae aumentar as reservas de energia. Os filhotes mutantes
ganharam menos peso aos 28 dias de idade do que os controles, embora todos tenham sido

amamentados por fémeas normais. Apés o desmame, também tiveram o inicio da puberdade
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atrasado, com fémeas mutantes entrando na puberdade por volta dos 60 dias de idade, sendo o
normal 40 dias.

Ainda nos experimentos de Curley et al. (2004), foi feito o cruzamento de fémeas
mutantes com machos normais, resultando em todos os filhotes normais. A mae portadora de
uma mutac¢do no alelo paterno do gene Peg3 teve dificuldades em cuidar adequadamente de
sua cria, e freqlientemente falhou em suas principais atividades, como a placentofagia,
constru¢ao de ninhos, alimentagdo, e a manutencao da temperatura corporal dos filhotes pelo
ato de agachar por cima deles. Uma redugdo significante do peso dos filhotes foi observada,
sendo essa diferenca independente do tamanho da ninhada. As maes mutantes também
falharam em respondem aos sinais enddcrinos da placenta, e ndo aumentaram a ingestdo de
alimentos. Também tiveram a ejecdo de leite prejudicada pela reducdo do nimero de
neurdnios produtores de oxitocina no hipotalamo (SHI, 2005). Conseqiientemente, seus
filhotes perderam peso no primeiro dia ap6s o nascimento enquanto filhotes de maes normais
ganharam peso, ¢ também tiveram um inicio atrasado da puberdade (CURLEY et al., 2004).

Independentemente se a mutagdo estava presente na mae ou nos filhotes, os efeitos
foram similares. Em ambos os casos, a mutagdo foi responsavel por retardo no crescimento
tanto pré quanto pos-natal dos filhotes, resultando em um atraso no desenvolvimento que
acompanhou o filhote até no periodo pos-desmame, além de um aumento na taxa de
mortalidade. Quando apenas a mae possuia mutagdo no alelo paterno do Peg3, a taxa de
mortalidade de sua cria foi de 28%, quando a mae era normal e a cria era mutante, a
mortalidade passava a ser de 32%, ¢ quando mae e cria eram ambas mutantes, essa taxa de
mortalidade chegou a 94% (CURLEY et al., 2004).

Os efeitos fenotipicos da mutacdo do Peg3 em individuos adultos sdo devidos as
disfung¢des hipotalamicas, provavelmente como conseqiiéncia de uma falha da resposta do

hipotalamo aos sinais dos hormonios placentdrios e ao contato visual e olfativo com a cria,
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que sao responsaveis por dar inicio as atividades maternas. As disfun¢des hipotalamicas nos
filhotes sdo responsaveis pelo atraso no inicio da termogénese, ¢ os efeitos que retardam o
desenvolvimento tanto pré-natal como pds-natal sdo provavelmente secundarios a a¢dao do
Peg3 na placenta. A cria mutante tem uma redugdo de até 25% no tamanho da placenta, o que
interfere na transferéncia dos nutrientes maternos para o feto. (CURLEY et al., 2004).

Outros efeitos da mutacdo do Peg3 também foram apresentados por Curley et al.
(2005), que identificaram o Peg3 como um gene candidato para a regulagdo de certos aspectos
metabolicos em camundongos, como por exemplo, a taxa de gordura corpdrea, ingestdo de
alimentos, temperatura corpdrea e consumo de oxigénio.

Apesar das demonstragdes do efeito de Peg3 em diversos processos, pouco se sabe
sobre a fun¢do desse gene em bovinos. Para esclarecer melhor aspectos moleculares desse
gene em bovinos, como os padrdes de imprinting tecido especificos, os padrdes de metilagdo
do DNA em diversos tecidos (principalmente o tecido cerebral) devem ser desvendados. O
estabelecimento dos epigenotipos cerebrais de Peg3 em espécies como bovinos podera

auxiliar em estudos futuros dos padrdes de comportamento desses animais.



2. Objetivos
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Este trabalho teve como objetivo verificar os padrdoes de metilagdo da regido
diferencialmente metilada do gene Peg3 (Peg3DMR) em diferentes regides do cérebro de

bovinos da raga Nelore.



3. Material e Métodos
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3.1. Amostras

As amostras utilizadas neste estudo sdo provenientes do abatedouro-escola da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA-
USP), localizada em Pirassununga - SP. A amostra total foi composta por fragmentos de
tecido cerebral de 8 animais da ra¢a Nelore (Bos taurus indicus), sendo 4 machos ¢ 4 fémeas
de aproximadamente 2 e 8 anos de idade, respectivamente.

Foram retiradas amostras das seguintes regides cerebrais: hipotalamo, hipocampo,
cortex occipital, cortex parietal, cortex frontal e cortex temporal. As amostras foram coletadas
em tubos de microcentrifuga estéreis (Eppendorf) ¢ estocadas a -80°C até a utilizagdo das
mesmas. Os cortes foram feitos segundo orientagao da Prof. Dra. Gisele Fabrino Machado, da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP de Aragatuba (Figuras 3.1 e
3.2).

Amostras controles de espermatozoides foram provenientes de paletas de sémen
obtidas junto ao Laboratorio de Manipulagdo in vitro de Embrides do Departamento de
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. De
acordo com o padrio de hipometilagio da DMR do gene Peg3 (MAGALHAES et al., 2007) e
de hipermetilagdo do gene H19 (RIOS, 2007) em espermatozdides, amostras de DNA
extraidas de s€émen foram usadas como controle para a reagdo da modificacdo do DNA por
bissulfito (para o gene Peg3), onde a conversao total das citosinas foi verificada através da
auséncia de digestdo, assim como para a reacao de digestdo pela enzima BStUI (para o gene

H19), onde digestao foi completa.
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Figura 3.1. Encéfalo do animal 3, antes dos cortes. As setas indicam a localizagdo dos cortes das
amostras de cortex frontal, occipital, parietal e temporal.

Hipotélamo

Figura 3.2. Indicagdo (setas) das regides do hipotalamo e hipocampo
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3.2. Extracao de DNA Gendmico

A extragdo de DNA gendmico das amostras de tecido cerebral e de
espermatozodides foi realizada segundo protocolo de Oleurup e Zetterquist (1992)
modificado. As amostras foram colocadas em um tubo de microcentrifuga (1,5ml), apo6s
serem maceradas em nitrogénio liquido e diluidas em solu¢ao PBS. Foi colocado 1ml da
amostra, adicionando-se mais 450l de tampao de lise (0,32M de sucrose; 12mM tris HCI
pH 7.5; 5,0mM de MgCly; 1% Triton 100X) e centrifugado por 20 segundos a 13000
RPM. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado mais 1ml de
solucdo de lise. O conteudo do tubo foi homogeneizado utilizando-se micropipetador e
centrifugado a 13000 RPM por mais 20 segundos sendo o sobrenadante descartado
novamente. Esse procedimento foi repetido cerca de 8 vezes até a obtengdo de um pellet
branco. Apos a lise, o tubo com o pellet foi vertido para secar o material. Ao pellet limpo
e seco foram adicionados 380ul de tampao de proteinase K (0,375M de NaCL; o,12M
EDTA; 280ul de agua milli-Q; 10ul de SDS 20%; 8ul de proteinase K 25mg/ml) e a
mistura homogeneizada usando um micropipetador. O contetdo do tubo foi aquecido a
55°C overnight. Apos a digestdo com proteinase K os tubos foram colocados na geladeira
por = 15 minutos para evitar um posterior choque térmico com a adi¢do de NaCl (5M).
Posteriormente ao resfriamento foram adicionados a cada tubo 120ul de NaCl (5M)
agitando a mistura no vortéx por 8 segundos. Apds a passagem pelo vortéx o material foi
centrifugado a 13000 RPM para precipitagdo da proteina desnaturada. 400ul do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de microcentrifuga (1,5ml) e
adicionados mais 1ml de etanol absoluto sendo o contetdo homogeneizado por inversdao

de 2 a 3 vezes. Os tubos foram colocados em um freezer a —85°C por 20 minutos. Apods o
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resfriamento a -85°C o material foi centrifugado a 15000 RPM em uma centrifuga
refrigerada (0°C) e o sobrenadante foi descartado apos a centrifuga¢do. Foram
adicionados 1ml de etanol 70% (gelado) ao material e a mistura foi centrifugada a 14000
RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado apods a centrifugagdo e o material foi
seco em equipamento Speed Vacum (Eppendorf) por 15 minutos a 45°C. Foram
acrescentados 30ul de agua milli-Q e os conteudos dos tubos foram agitados com um
micropipetador. Para a diluicdo do DNA a solucdo foi aquecida a 37°C por lhora em
banho-maria. O DNA extraido foi quantificado em um espectrofotometro para analise da

concentragdo e pureza de cada amostra.

3.3. Caracterizagdo da Peg3DMR e construcgédo dos primers

A identificagdo da Peg3DMR e a construgdo dos primers sense (5°
GTGTGGGGGTATTAGAGTTTG 3’) e antisense (5> CCCCTACCCAAAATAATCAAC 3°)
utilizados para a amplificagdo do DNA modificado por bissulfito de sdédio foram realizadas a
partir da seqiiéncia do Peg3 bovino depositada no Genbank (Acesso n° NM001002887.1),
utilizando o programa MethPrimer (LI; DAHIYA, 2002).

Para amplificacdo dos fragmentos do gene H19 em amostras de espermatozdide,
utilizados como controle da digestdo pela enzima BstUI, foram utilizados os primers descritos

anteriormente por Rios (2007).
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3.4. Andlise de metilagdo do DNA pelo ensaio COBRA (Combined Bisulfite

Restriction Assay)

Para analise do padrio de metilagdo foi utilizado o ensaio COBRA (XIONG; LAIRD,
1997). Nesta técnica, o bissulfito de sodio ¢ utilizado para converter as citosinas nao
metiladas em uracila, enquanto as citosinas metiladas sdo protegidas da conversdo. Entdo, o
DNA modificado ¢ amplificado por PCR, e os fragmentos gerados sdo clivados com a enzima
BstUI (New England, Biolabs), que reconhece o sitio CGCG. A combinagdo do tratamento
com bissulfito com a PCR resulta na transformagdo dos residuos de citosinas ndo metiladas
em timina, e dos residuos de metil-citosinas em citosinas. Portanto, a digestao ocorrera apenas
no alelo metilado, que ¢ protegido da conversdo do bissulfito de s6dio e tem conservado o
sitio de clivagem da BstUI. Para cada amostra analisada neste trabalho, foram repetidos os

ensaios de COBRA de trés a quatro vezes, em DNA modificado em reagdes diferentes.

3.4.1 Reacdo de modificacdo do DNA por bissulfito de sodio

A modifica¢do do DNA genomico por bissulfito de sddio (NaHSOs) foi realizada segundo
o protocolo descrito por Clarck et al. (1994). Cada reagao de modificacdo de DNA foi realizada a
partir de 1ug de DNA gendmico, o qual foi desnaturado adicionando-se 8l de NaOH (3M)
incubando-se cada amostra por 15 minutos a 37°C seguidos por 5 minutos a 94°C. Apods a
desnaturacdo cada amostra foi mantida em gelo para evitar a renaturacdo das fitas de DNA. A

solu¢do contendo os componentes da reagdo de modificagdo de DNA por bissulfito de sodio
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(solugao C) foi preparada a partir de 7,5ml de solucao A (4,05 g de bissulfito de sodio; 7,5ml dgua
Milli-Q estéril), 500ul de solugdo B (0,055g de hidroquinona; 12,5ml de agua Milli-Q estéril) e
300ul de NaOH (10M). Para cada tubo contendo amostras de 1ug de DNA gendmico desnaturado
foi acrescentado 1ml de solucdo C, sendo cada amostra coberta com 100l de 6leo mineral estéril.
Cada tubo foi incubado por 4 horas a 55-56°C em banho-maria protegido da incidéncia de luz,
para catalise da rea¢do de modificacdo por bissulfito de sodio.

Ap6s o término do periodo de incubagdo, cada amostra foi purificada utilizando-se o
kit DNA Clean-Up (Promega) para remoc¢do de residuos decorrentes da modificagdo por
bissulfito de sodio. O DNA recuperado apds esta fase foi ressuspendido em 50ul de H,O
Milli-Q estéril e novamente desnaturado com adi¢do de Sul de NaOH (3M) e incubado por 15
minutos a 37°C em banho-maria. O DNA de cada amostra foi entdo precipitado com adi¢ao
de 5,51l de acetato de sddio (3M) e subseqiiente adi¢do de 100ul de etanol absoluto gelado.
Cada amostra foi deixada em repouso a -20°C overnight.

Ap0s esse periodo cada amostra foi centrifugada a 13000 RPM por 20 minutos, sendo seu
sobrenadante descartado subseqiientemente. O pellet formado foi lavado com etanol (70%) gelado
e centrifugado a 13000 RPM por 5 minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado e cada
pellet foi seco em um Speed Vacum (Eppendorf) por 15 minutos a 45°C. Cada amostra foi

ressuspendida em 30 pul de H>O Milli-Q estéril e utilizado de 2-3ul para cada PCR.

3.4.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As condigdes para as PCRs dos dois genes Peg3 e H19 foram as mesmas, e as reagdes

foram realizadas concomitantemente. As reacdes de PCR foram realizadas em um volume
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final de 25ul, contendo 1 a 2ul de DNA modificado de cada amostra; 150mM Tris-HCI, pH
8,3, 500mM KCI; dNTPs (100uM cada); primers (0,05mM cada); 25mM MgCly,; 1,5U de
AmpliTag Gold DNA polimerase (Applied Biosystems). A ciclagem para cada reagao
constituiu-se de 95°C por 10 minutos; 94°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos, 72°C por
45 segundos (num total de 50 ciclos), 72°C por 10 minutos, e finalizando com 10°C continuos.
Os produtos de amplificagdo foram analisados em gel de poliacrilamida 10% e corados com

solu¢do de nitrato de prata (AgNO;) 0,2%.

3.4.3. Digestéo dos fragmentos gerados por PCR com a enzima BstUI

Para cada fragmento amplificado foi realizada digestdo com a enzima BStUI (New
England, BioLabs). Cada reagdo foi realizada em um volume final de 25ul; utilizando-se 5U
de BstUI; 2,5ul de Tampao 2 (50mM NaCl, 10mM Tris-HCI1, 10mM de MgCl,, ImM DTT,
pH 7,9). A reagdo foi incubada a 60°C por 16 horas em um termociclador ¢ o produto da

digestao foi analisado em gel de poliacrilamida 10%.



4. Resultados e Discussao



43

4.1. Caracterizacéo da regido da Peg3DMR estudada

As ilhas CpG presentes na seqiiéncia estudada do gene Peg3 bovino, identificadas pelo

programa MethPrimer (LI; DAHIYA, 2002), sdo mostradas na figura 4.1.
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Figura 4.1. Localizagdo das ilhas CpG da regido promotora do gene Peg3. Em azul, as ilhas CpG. O retangulo
preto representa a regido amplificada. Os retangulos vermelhos sdo os éxons 1 e 2.

A regido genOmica utilizada para andlise de metilacdo neste estudo foi localizada
em uma ilha CpG que compreende parte do éxon 1 e parte do intron 1 do gene Peg3, que esta
presente no cromossomo 18 em bovinos. Esta regido foi escolhida para analise do padrio de
metilagdo do Peg3 em bovinos por ser uma regido bem conservada entre as espécies ja
estudadas (murinos, humanos e bovinos) (KIM et al., 2003) e também por ser uma regido
descrita como diferencialmente metilada nestas trés espécies (LI et al., 2000). A
hipermetilacdo desta regido tém sido relacionada a ocorréncia de tumores (MAEGAWA et al.,
2001), enquanto a ocorréncia de hipometilagdo tem sido observada em clones bovinos
abortados (LIU et al., 2008).

Foi pesquisada a ocorréncia de SNPs (Sngle Nucleotide Polymorphism) na regiao
estudada. A ocorréncia de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs, do inglés, Sngle
Nucleotide Polymorphism) na regido promotora do gene Peg3 poderia alterar o status de

metilagdo entre os individuos portadores destes polimorfismos. A influéncia de SNPs que
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alteram sitios CpGs na expressao alélica do gene ATP10A foi observada por Hogart, Patzel e
LaSalle (2008) em cortex cerebral humano, sendo que individuos com uma freqiiéncia maior
destes SNPs em regides promotoras apresentaram expressdo monoalélica, embora a
freqliéncia total de SNPs tenha sido relativamente igual tanto para as amostras com expressao
bialélica quanto monoalélica. Cerca de 30 SNPs descritos para o gene Peg3 foram
encontrados, sendo que alguns deles alteram sitios CpG. Entretanto, até o presente momento,
nenhum polimorfismo foi relatado para a seqiiéncia utilizada neste estudo, segundo resultado

de analises no banco de dados do NCBI (BLAST, 2008).

4.2. Construcéo dos primers

Os primers utilizados para amplificacio da Peg3DMR neste trabalho foram
construidos com a ajuda do programa Methprimer (LI; DAHIY A, 2002). A temperatura 6tima
de pareamento do primer estabelecida foi de 58 °C, para garantir uma amplificagdo igual entre
os dois alelos e uma maior confiabilidade dos resultados. Ap6s a modificagdo por bissulfito, o
DNA metilado tem uma concentracdo maior de CG em sua seqiiéncia do que o DNA nao
metilado, o que facilitaria a formagdo de estruturas secundarias e reduziria a eficiéncia de
amplificagdo. Assim, o alelo ndo-metilado seria amplificado com maior eficiéncia em relagao
ao alelo metilado, e os resultados poderiam ser “mascarados”. Segundo Shen et al. (2007),
temperaturas de pareamento mais altas (cerca de 55 a 60 °C) seriam capazes de desestabilizar

essas estruturas secundarias, garantindo que os dois alelos sejam igualmente amplificados.
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4.3. Resultados do ensaio COBRA

A amplificagdo do DNA modificado por bissulfito de sdédio por PCR resultou em
fragmentos de 296 pares de bases (pb), contendo dois sitios de restricdo para a enzima BstUI.
A digestao deste fragmento pela enzima BStUI produziu trés fragmentos, de 181, 88 ¢ 27 pb

cada (Figura 4.2).

Sitios de Restricdo
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GTGTGGGGGCACTAGAGCTTGCACAG G/C/TGCGCAG TGGETCGAGCTG TC\KT'.G\C CCGGGECAGGGT
GGTGCCTTGAGGTCCGGTGAGGTGAG TCCGGCTGCCCCGGTCCGCAC CACCEE‘@_&.TCTG GATGGT
GCGCCGGGATGGATGCCGCAGAGLCGGGACCCTGGTCAGTGGGCGAGAGCTGCLGCGCTTGC
CACAGCCGCACCATGTTGLGLGGICAGCTGGAGTCTGGGATCAGGGCTCCCGTGCCACCTGTCC
TGGGCATAGCGGGTACAGGGACGGLCTGATCATCCTGGGCAGEGEG

Figura 4.2. Regido amplificada por PCR. Em vermelho, as seqiiéncias dos primers utilizados. Em azul, a
localizagdo dos sitios de restri¢do para a enzima BstUI.

A modificacdo do DNA por bissulfito converteu as citosinas (C) ndo metiladas em
uracilas, e entdo, apos a amplificacdo, as citosinas foram substituidas por timinas (T) nas
seqliéncias amplificadas. Essa modificacdo na seqiiéncia mudou os sitios de restricdo de
CGCG para TGTG, impedindo a digestdo. Assim, trés tipos diferentes de resultados foram
possiveis de serem encontrados. Para amostras hipometiladas (HIPO), era esperada a presenga
de apenas um fragmento de 296 pb, que indicaria auséncia total de digestdo. No caso das
amostras hipermetiladas (HIPER), a metilagdo protegeu as citosinas da conversdao pelo
bissulfito, e os sitios de restrigdo foram conservados. Ocorreu, entdo, a digestdo total dos

fragmentos (foram observadas duas bandas, de 181 e 88 pb, ndo sendo possivel visualizar a



46

banda de 27 pb nos géis de poliacrilamida). Um terceiro resultado, intermediario aos outros
dois, seria observado quando na presenga de um alelo metilado e outro ndo metilado, ¢ a
amostra seria considerada diferencialmente metilada (DM). Um gel de poliacrilamida com
exemplos destes resultados estd representado na figura 4.3. As amostras de 1 a 5, 7 ¢ ESP sdo
hipometiladas, a amostras 6 e controle se encontra hipermetilada, e a amostra §

diferencialmente metilada.

M B SD 1 2 3 4 S 6 7 8 ESP Controle

= EL o e
-

-

-

Figura 4.3. Gel de poliacrilamida com os resultados das analises das amostras de hipocampo. Onde M ¢ o
marcador molecular; B é o branco da digestdo; SD ¢é o fragmento sem digestio; os nimeros correspondem aos
numeros de identificacdo das amostras; ESP é o espermatozoéide (controle para a reagdo de modificagdo por
bissulfito); Controle é a digestdo de amplificagdo do gene H19 em amostra de espermatozdide, que ¢é
hipermetilada e foi utilizada como controle da digestéo.

vl W

Nos resultados encontrados foram identificadas variagdes nos padrdes de metilagao da
Peg3DMR estudada, tanto entre individuos, quanto entre as véarias regides cerebrais de um

mesmo animal. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 1.



47

Tabela 4. 1 — Resultados das andlises de metilacdo das diferentes regides cerebrais pelo ensaio COBRA.

Amostras Sexo Idade  Cortex Cortex Cortex Cortex Hipocampo Hipotalamo
(anos) Frontal  Occipital Parietal  Temporal

1 M 2 Dm Hipo Dm Hipo Hipo Hipo
2 M 2 Hipo Hipo Hipo Hipo Hipo Hipo
3 M 2 Hipo Hipo Hipo Hipo Hipo Hipo
4 M 2 Dm Hipo Dm Dm Hipo Hipo
5 F 8 Hipo Hipo Hipo Hipo Hipo Hipo
6 F 8 Hiper Hiper Hiper Hiper Hiper Hiper
7 F 8 Hipo Dm Hipo Hipo Hipo Hipo
8 F 8 Dm Dm Dm Dm Dm Dm

Onde: M = sexo masculino; F= sexo feminino; Hipo= amostra hipometilada; Hiper = amostra hipermetilada;
Dm = amostra diferencialmente metilada.

Nos resultados obtidos nesse trabalho foram identificados animais com perfis
epigenéticos distintos na Peg3DMR avaliada. Dos oito animais estudados, cinco apresentaram
uma uniformidade nos resultados para as diferentes regides estudadas, sendo trés perfis de
hipometilagdo (animais 2, 3 e 5), um perfil hipermetilado (animal 6) e um perfil
diferencialmente metilado (animal 8). Os outros trés animais apresentaram perfis com
predominancia de hipometilagdo (animais 1, 4 ¢ 7), mas com algumas amostras (todas em
regides de cortex) tendendo para metilacdo diferencial. Essas amostras foram consideradas
como diferencialmente metiladas, embora as bandas de digestdo presentes apresentassem

diferentes intensidades quando coradas com nitrato de prata (AgNOs3).

4.4. Diferencas entre as regides de um mesmo individuo

Apesar de diferencialmente metilada em amostras de sangue periférico em um estudo

anterior do mesmo laboratorio (MAGALHAES et al., 2007), a Peg3DMR bovina apresentou
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um padrao predominante de hipometilagdo no cérebro de bovinos. No entanto, entre os oito
animais estudados, trés apresentaram variagdo nos padrdes de metilagdo entre as amostras de
regides de cortex cerebral. Algumas hipdteses que poderiam explicar essas variacdes foram
consideradas.

Na primeira dessas hipdteses, foi considerada a possibilidade de falhas nas técnicas
utilizadas, sendo que uma conversdo parcial das citosinas nao metiladas poderia justificar um
resultado falso-positivo para a digestdo. O ensaio COBRA foi repetido de 3 a 4 vezes para
cada amostra, afim de garantir uma maior confiabilidade dos resultados. Ainda, como controle
da eficiéncia de modificacdo do DNA pelo bissulfito de sodio, foram feitas modificacdes de
amostras de espermatozdide juntamente com as amostras de tecido cerebral. Em
espermatozdides bovinos, a Peg3DMR possui um padrao de hipometilagdo, sendo estas
células utilizadas para confirmar a modificacdo total das citosinas ndo metiladas
(MAGALHAES et al, 2007).

Devido ao sucesso da modificagdo de citosinas nas amostras controles de
espermatozodide e das varias repeti¢des que confirmaram os resultados, consideramos menos
provavel a possibilidade do aparecimento das bandas de digestdo devido a conversdo parcial
do DNA pelo bissulfito de sodio.

Uma segunda hipétese considerada foi a possibilidade de que as diferengas
encontradas nestes casos tenham sido conseqiiéncia de contaminagao das amostras por células
sangiiineas. Em um trabalho anterior, foi constatado que o sangue periférico em bovinos
apresentou padrdo diferencialmente metilado (MAGALHAES et al., 2007), e a presenca de
células sangiiineas nas amostras explicaria a presenca de metilagdo identificada através das
bandas de digestdo. As amostras que apresentaram diferengas eram de regidoes do cortex, e
muitos vasos sangiiineos estdo presentes nestas regides (Figura 4.4). Outro fato consideravel ¢

que os animais receberam golpes de marreta na regido frontal, no momento do abate, e alguns
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encéfalos apresentavam regides escurecidas, possivelmente hematomas, no momento da
coleta (Figura 4.4). Outra possibilidade ¢ a contaminagdo das amostras por outros tipos
celulares do proprio cérebro do individuo. O cortex cerebral ¢ mais heterogéneo em sua
composi¢ao celular, se comparado com outras estruturas no cérebro (KHAITOVICH et al.,
2004), e existem relatos na literatura de imprinting célula-especifico em tecido cerebral, como
no caso do gene Ube3a, que tem expressdo monoalélica em neurdnios, mas bialélica em

células da glia (DAVIES; ISLES; WILKINSON, 2004).

Figura 4.4. Encéfalo do animal 4, antes dos cortes.

Em uma terceira hipotese, poderia ser considerada a possibilidade de que estas
diferencas encontradas sejam verdadeiras. Existem alguns trabalhos na literatura ressaltando
diferengas de expressdo entre diferentes tecidos, principalmente em humanos e camundongos.

Khaitovich et al. (2004), comparando os niveis de expressdo entre regides de cortex
cerebral (cortex pré-frontal dorsolateral, cortex cingulado anterior, cortex visual primdrio e

area de Broca), cerebelo e nucleo caudado em humanos e chipanzés, verificaram que o
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cerebelo foi a regido que apresentou niveis mais diferenciados de expressao (1400 e 1200
genes em humanos e chipanzés, respectivamente), em comparagdo com as outras regides. O
nucleo caudado também diferiu significativamente das demais amostras, enquanto que entre
as varias regides de cortex a diferenca foi minima. Dos dez mil genes estudados, apenas 193 e
227 genes em humanos e chipanzés, respectivamente, apresentaram alguma diferenca de
expressao entre o cortex visual primario e o coértex cingulado anterior. Entre as outras regioes
de cortex, as diferengas encontradas foram muito pequenas.

Roth et al (2006), analisando a relacdo entre perfis de expressao de varios genes entre
20 regides diferentes do sistema nervoso central humano, além de 65 tecidos ndo nervosos,
verificaram no dendograma uma semelhanca maior de resultados entre as amostras de tecido
cerebral, quando comparado com outros tecidos. Quando a comparagdo foi feita considerando
apenas as regides cerebrais, o cerebelo apresentou o perfil mais distinto e ndo se agrupou com
nenhuma das outras 19 amostras. Um agrupamento ocorreu para cinco regides de cortex
(cortex cerebral, lobo frontal, lobo occipital, lobo parietal e lobo temporal) e outro para
putamen e acumbens, que sdo componentes do ganglio basal. Resultados semelhantes também
foram encontrados em outros estudos (LEIN et al., 2007; LETWIN et al., 2006; SANDBERG
et al., 2000), comparando perfis de expressdo génica em amostras de tecidos cerebrais de
camundongos em diferentes linhagens. O cerebelo também foi identificado com tendo o
padrdo de expressdo mais diferenciado entre as regides analisadas, e a analise do dendograma
resultante também revelou o agrupamento das varias regides corticais estudadas, como
verificado em humanos por Roth et al (2006).

Estes estudos indicam que ha diferencas nos perfis de expressdo génica em diferentes
regides do cérebro, embora ndo tenham sido encontradas diferengas significativas entre

regides do cortex. Entretanto, nenhum destes estudos relacionou o perfil de expressdo com
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variagdes no status de imprinting dos genes analisados, ¢ também néo especificaram se o gene
Peg3 estava incluido nestas analises.

Recentemente tém surgido relatos na literatura de diferencas de metilagdo entre
diferentes regides do cérebro humano. Nos experimentos de Ladd-Acosta et al. (2007),
amostras de cérebro humano apresentaram diferengas de metilagdo entre as regides
estudadas (cortex cerebral, cerebelo e ponte), tendo sido estudados cerca de 1500 ilhas
CpG, representando 807 genes. Os padroes de metilagdo tiveram uma correlagdo melhor
entre amostras da mesma regido de varios individuos, do que entre as trés regides em um
mesmo individuo. Ainda neste mesmo estudo, foi confirmada a relacdo do status de
metilagdo com o de expressdo dos genes estudados, sendo que em casos onde a regido
metilada estudada estava dentro de regides promotoras, a metilagcdo inibiu a expressdo, € o
contrario ocorreu quando as regides metiladas estavam fora da regido promotora dos
genes.

Existem também exemplos de genes que tem status de imprinting variando entre
tecidos e entre regides do cérebro. O gene Ube3a ¢ maternalmente expresso em populagdes
especificas de células neuronais do bulbo olfatério, do hipocampo e cerebelo, mas € expresso
bialelicamente em todas as outras estruturas cerebrais ¢ também em todos os outros tecidos do
individuo (WILKINSON; DAVIES; ISLES, 2007).

Muitos estudos tém sido publicados relatando perfis de expressdo e metilagdo do gene
Peg3 (KUROIWA et al., 1996; LI et al., 1999, 2000; MURPHY et al., 2001) em cérebro de
diferentes espécies , no entanto, nenhum estudo foi feito de maneira setorial em cérebros

bovinos.
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4.5. Diferencas entre individuos

Dois dos oito animais apresentaram diferengas nos padroes de imprinting para todas as
regides analisadas, com padrdes claros de hipermetilacao e metilagdo diferencial no cérebro.

A variabilidade nos padrdes de imprinting em nivel populacional tem sido descrita na
literatura como sendo um fendmeno estatisticamente significante (JIRTLE; SANDER;
BARRETT, 2000). O imprinting polimoérfico tem sido descrito para genes como IGF2
(GIANNOUKAKIS et al., 1996), onde cerca de 10% dos individuos investigados mostraram
expressdo monoalélica, e o restante apresentou expressdo bialélica em amostras de sangue
periférico. Expressdo bialélica também foi encontrada em estudos com o gene IGF2R em
placentas e tecidos fetais humanos (XU et al, 1993). Tecidos placentarios humanos
apresentaram expressao bialélica deste gene, enquanto que em dez amostras de tecidos fetais,
duas amostras apresentaram expressdo apenas do alelo materno. Neste mesmo estudo, em um
dos casos, a expressdo do alelo paterno se mostrou fraca, sugerindo uma repressdo parcial
deste alelo (XU et al., 1993).

O polimorfismo dos padrdoes de imprinting parece ocorrer também em tecidos
cerebrais. Como mostrado em alguns trabalhos recentes, os niveis de expressao génica entre
as diferentes regides do cortex cerebral, apresentaram uma variagdo maior entre individuos do
que entre as regides em um mesmo individuo. Segundo Khaitovich et al. (2004), estas
diferengas podem ser conseqiiéncia de perfis epigenéticos que diferem entre os individuos e
interferem na formagdo do cortex durante o periodo fetal, ou mesma na vida adulta como uma

resposta diferenciada de cada individuo ao ambiente.
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4.5.1. Diferencas de sexo eidade

Além das diferengas de polimorfismos encontradas em seus resultados, Hogart, Patzel
e LaSalle (2008) também encontraram uma associacao entre o Status de expressao alélica e o
sexo dos individuos. As mulheres tiveram uma tendéncia maior a exibir expressiao
monoalélica do que os homens, que apresentaram expressdo bialélica na maioria das
amostras.

Resultados semelhantes foram observados no presente trabalho, onde uma
predominancia de hipometilagdo foi encontrada nas amostras de machos (animais de 1 a 4).
Essa hipometilagdo poderia estar relacionada a expressao bialélica do gene Peg3. Maiores
variagoes de metilagdo do DNA foram encontradas entre as amostras dos animais de 5 a 8,
que eram fémeas ¢ mais idosas. Estas variagdes de metilagcdo parecem ter a influéncia dos
fatores sexo e idade, embora esses resultados ndo sejam conclusivos devido ao nimero
reduzido da amostra. Como as amostras sdo provenientes de animais “machos jovens” e
“fémeas idosas”, ndo foi possivel identificar o grau de influéncia de cada um dos fatores nos
resultados, pois os fatores sexo e idade podem estar confundidos.

Segundo Xiao et al. (2008), a expressdo das enzimas metiltransferases DNMT3a e
DNMT3b (responsaveis por metilagdo de novo) foi mais elevada em individuos mais idosos,
enquanto a expressdo de DNMT3b foi mais elevada em mulheres e a expressdao de DNMT3a
foi similar em homens ¢ mulheres. Para a enzima DNMT1 (responsavel pela manuten¢ao da
metilacdo), Hammons et al. (1999) nao encontraram influéncias de idade em sua expressao,
mas a expressdo foi maior em mulheres, embora as diferengas ndo tenham sido
estatisticamente significantes. Casillas et al. (2003), em estudos com fibroblastos de pulmao

fetal humano, encontraram resultados semelhantes, e sugeriram que a repressao da expressao
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da enzima DNMT1 com a idade pode ser responsavel pela demetilagdo global que ocorre no
genoma senescente, enquanto que a hipermetilacdo de alguns sitios, como observado em
alguns casos de cancer, ¢ devida ao aumento da expressao de DNMT3b. Portanto, a expressao
mais elevada das enzimas metiltransferases em individuos do sexo feminino ¢ em individuos
mais idosos poderia explicar a maior incidéncia de metilagdo nas amostras do sexo feminino
encontrada neste trabalho. No entanto, faltam estudos sobre os padrdes de expressdo das
enzimas DNA metiltransferases em bovinos.

Berchtold et al. (2008) também relataram que as mudancgas na expressdo génica
variam em conseqiiéncia da idade em humanos, e essa variagcdo ocorre em regides e periodos
diferentes, de acordo com o sexo dos individuos. Nos homens, as principais mudancas
ocorrem na faixa etaria de 60 a 79 anos, e tendem a estabilizar. Em mulheres, as mudangas
ocorrem progressivamente a partir de 80 anos. Uma tendéncia maior para repressdo dos genes
ocorreu em homens, onde 66% dos genes que tiveram mudangas de expressdo sofreram
repressdo, enquanto que em mulheres a repressdo representou 50% das mudangas. Os autores
deste trabalho discutem que estas diferencas sdo determinadas ndo s6 pelas diferencas nos
niveis de hormdnios esterdides, mas também pelas caracteristicas celulares especificas de
cada género que sdo responsaveis pelas respostas variadas a diferentes estimulos.

Rath e Kanungo (1989) verificaram que sitios CpG se tornaram hipermetilados em
funcdo da idade, em seqiiéncias repetitivas do DNA de ratos. Em comparagdo com as
seqiiéncias homologas de camundongos e humanos, a seqiiéncia do Peg3 bovino contém uma
expansao com cerca de 80 copias de um motivo de 9 aminoacidos, que resulta num transcrito
de 11 Kb, enquanto os transcritos de humanos ¢ camundongos tém 9 Kb de comprimento. A
seqiiéncia amplificada analisada neste estudo esta localizada dentro de uma ilha CpG, e

contém seqiiéncias repetitivas passiveis de sofrerem hipermetilagao.
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Finkielstain et al. (2008) encontraram que genes envolvidos na regulacdo do
crescimento, entre eles Peg3, 1gf2 ¢ Mest, apresentam expressao reduzida em rim, pulmao,
figado e coracdo. Neste experimento, foram encontradas evidéncias de que esta reducio de
expressao nao esta relacionada a idade por si s, mas que ¢ devida a um feedback negativo do
crescimento que leva um desligamento destes genes, limitando o crescimento de 6rgdos na
idade adulta. Também concluiram que a redug¢do na expressao ¢ devida a uma diminui¢ao por
célula, e ndo no nimero de células que expressam esses genes. O Peg3 parece estar envolvido
na diferenciacdo dos neurdnios da regido hipotalamica durante o desenvolvimento, € no
crescimento pré e pos-natal da cria (LI et al., 1999), e pode, portanto, estar envolvido neste
tipo de regulacdo. Como a metilacdo da Peg3DMR estd diretamente relacionada ao controle
da expressao do gene Peg3, a variagdo de metilagao encontrada no presente estudo poderia ser
decorrente dessa forma temporal de regulagdo de alguns genes marcados. Os machos de 2
anos poderiam estar ainda em fase de desenvolvimento, e estariam expressando o Peg3 em
maior quantidade. J4 nas fémeas de aproximadamente 8 anos, o crescimento ja se encontraria

estabilizado.

4.5.2. Hipermetilacdo do animal 6

Um resultado interessante encontrado foi a hipermetilagdo das regides estudadas no
animal 6. Em estudos com camundongos, a principal caracteristica identificada em fémeas
que perderam a expressao do alelo do gene Peg3 paterno ¢ a redug¢do de neuronios produtores
de oxitocina no hipotdlamo, que pode estar relacionada aos defeitos no comportamento

materno e na ejecao de leite observadas em camundongos, resultando em um aumento na taxa
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de mortalidade da cria (CURLEY et al., 2004; LI et al., 1999). Além disso, a hipermetilagdao
do Peg3 também tem sido relacionada a ocorréncia de tumores, como gliomas (MAEGAWA
et al., 2001) e canceres ginecoldgicos (ovariano, endometrial e cervical) (DOWDY et al.,
2005). Entretanto, ndo ha relatos na literatura de fendtipos semelhantes em bovinos. Devido a
falta de conhecimento do historico deste animal, ndo foi possivel verificar as conseqiiéncias

fenotipicas da hipermetilagdo do Peg3 no seu cérebro.

4.6. Diferencas estruturais do Peg3 entr e espécies

Diferengas estruturais ocorridas durante a evolucdo das trés principais espécies
estudadas no dominio de imprinting do gene Peg3 podem ser a causa das diferencas de
metilagdo e expressdo observadas, ndo apenas no gene Peg3, como também em alguns genes
adjacentes, como o Zim2, Zimle Astl.

Essas diferengas estruturais encontradas no dominio de imprinting do Peg3, entre
humanos, camundongos e bovinos, poderiam ser responsdveis por alteragdes nos
mecanismos de regulacdo do imprinting do Peg3(como os padrdes de metilagdo do DNA),
que levariam a uma diferenga nos padrdes de expressao do Peg3 nestas espécies (Figura
1.2). Os niveis mais altos de expressdo do Peg3 em humanos foram encontrados em
ovarios, testiculos e placenta, enquanto cérebro, coragdo, prostata, pancreas e intestino
apresentaram um nivel modesto de expressao do gene PEG3. A analise de diferentes
regides do cérebro em humanos mostrou que a expressao do PEG3 foi uniforme por todo

o cérebro (KIM et al., 1997).
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Em camundongos, a expressao ocorre em niveis mais altos no cérebro, principalmente
no hipotalamo, amidala, bed nucleus, estria terminal e hipocampo (LI et al., 1999). Em
bovinos, a expressao principal do Peg3 também foi detectada no cérebro, e niveis muito
baixos em ovario e testiculo. Porém, existem poucos estudos em bovinos, sendo que em
tecido cerebral, apenas o padrao de imprinting do cerebelo foi testado até o presente (KIM et
al., 2004).

Apesar das diferengas nos niveis de expressdo, foi encontrada expressao monoalélica
do Peg3 em todos os tecidos pesquisados de humanos e camundongos. Murphy et al. (2001),
estudando a mesma regido promotora homologa humana a estudada neste trabalho, encontrou
que todos os dinucleotideos CpG nesta regido estavam diferencialmente metilados em
cérebro, rim, figado e pancreas fetais e cérebro adulto.

No presente trabalho, foram encontrados padrdes variados de metilagdo para esta
regido nos cérebros estudados. No entanto, ainda ¢ incerto que estas diferengas sejam
decorrentes das diferengas estruturais do dominio do imprinting do Peg3 entre as
espécies.

Comparando genes marcados de bovinos com genes controles, Khatib, Zaitoun e Kim,
(2007) encontraram diferencas significativas. Os genes marcados bovinos apresentaram uma
quantidade maior de C ¢ G em sua seqiiéncia, em relacdo aos genes ndo marcados desta
mesma espécie. Em um estudo similar, Hutter, Helms e Paulsen (2006) ndo encontraram
diferengas entre genes marcados e controles em humanos e camundongos. Esta poderia ser
mais uma evidéncia de que os padrdes de metilagdo dos genes marcados, além da expressao,

também diferem entre as espécies.
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A principio, a0 menos do que é conhecido sobre o fenémeno do imprinting genémico,
as DMRs de genes marcados em tecido de origem embrionaria apresentam padrao diferencial
de metilacdo. No entanto, exce¢des tém surgidos repetitivamente durante os tltimos anos.
Especialmente em tecido extra-embrionario (placenta), tem sido descrito que varios genes
marcados apresentam expressao monoalélica sem a presenga de metilagdo diferencial do
DNA. Nesses genes, o mecanismo de regulagdo da expressao parece ser influenciado apenas
por modificagcdes covalentes de histonas (WAGSCHAL; FEIL, 2006). A presenca de
hipometilagdo em varias regides cerebrais estudadas poderia refletir um mecanismo de
regulagdao de imprinting independente da metilagio do DNA. No entanto, em nenhum dos
trabalhos que analisaram o status de imprinting da Peg3DMR bovina, foram realizados
ensaios de imunoprecipitacao de cromatina (ChIP).

Os padrdes de metilagdo inter-individual encontrados entre os animais remetem a
hipotese de que a variagdo de imprinting em individuos de uma mesma populagdo seja um
evento mais comum do que se esperava. Esses resultados deixam em aberto questdes
importantes, de por que, quando e de que forma essa variagdo acontece. Poderia ser um
processo decorrente de estresse durante o desenvolvimento ou simplesmente uma fonte
natural de variabilidade epigenética.

Através dos resultados obtidos no presente trabalho, abrem-se novas perspectivas de
estudos da influéncia do gene Peg3 em bovinos. Somadas, as conseqiiéncias da alteracdo dos
padroes de expressao de Peg3 e a forte relacdo da metilagdo de sua DMR com a regulagio
desse gene, podem ser indicativos de que a variabilidade encontrada nos resultados
apresentados nesse trabalho possa estar relacionada a fen6tipos ainda ndo identificados ou nao

correlacionados com este processo.



5. Conclusdes
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Ap0s realizagdo dos experimentos do presente trabalho conclui-se que:

e Existe heterogeneidade no padrdo de metilagdo da Peg3DMR bovina nas amostras

analisadas, com uma predominancia de hipometilagao.

e Estas diferencas podem ocorrer entre individuos em uma mesma regido, como também

entre diferentes regides cerebrais de um mesmo individuo.

e Entre os machos, mais jovens, houve mais homogeneidade de resultados do que no

grupo de fémeas mais velhas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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