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RESUMO 

 

 

PERFIL DE METILAÇÃO DO ÉXON 1 DO GENE XIST EM CÉLULAS DA 

LINHAGEM ESPERMATOGÊNICA DE BOVINOS  

 

 

Rosana Camargo Nishimura1, Margot Alves Nunes Dode1,2 
1Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária – UnB, DF, 2Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia 

 

 

Embriões de mamíferos sofrem duas ondas de reprogramação, uma no zigoto, 

onde os genomas maternos e paternos são desmetilados e em seguida metilados de novo, e 

outra nas células germinativas primordiais. Acredita-se que a metilação de novo nas células 

germinativas masculinas esteja estabelecida ainda antes do nascimento, no entanto, como e 

quando esse processo ocorre em bovinos ainda não foi estabelecido. Sendo assim, este 

trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar se há reprogramação epigenética 

durante a espermatogênese através da avaliação do perfil de metilação da região do éxon 1 do 

gene XIST em diferentes células espermáticas. Foram utilizados espermatócitos, espermátides 

alongadas e espermatozóides da cabeça e cauda do epidídimo coletados de testículos obtidos 

em abatedouro. As células coletadas tiveram o seu DNA extraído e em seguida tratado com 

bissulfito de sódio. O DNA tratado foi amplificado através de PCR nested, e o produto 

amplificado foi inserido em um vetor e clonado em bactérias. O DNA plasmidial foi extraído 

e sequenciado. As sequências do experimento foram comparadas com a sequência do gene 
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XIST depositada no GenBank, e aquelas que apresentaram taxa de conversão do bissulfito de 

sódio ≥95% e homologia ≥97% com a sequência do GenBank foram utilizadas. Para a 

comparação do nível de metilação entre os grupos foram utilizados os testes de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney, com nível de significância de P<0,05. O grupo dos espermatócitos, 

espermátides alongadas, espermatozóides de cauda e cabeça de epidídimo apresentaram 

15,70%±14,54, 1,96%±1,96, 74,09%±6,78 e 45,09%±20,19 de metilação, respectivamente, 

sendo que o grupo da cabeça de epidídimo apresentou-se mais metilado do que os grupos 

espermatócitos e espermátides alongadas (P<0,01). Quando foram formados e comparados 

dois grupos, um com espermatócitos e espermátides alongadas, e outro com espermatozoides 

de cabeça e cauda de epidídimo, a análise mostrou haver diferença entre eles (P<0,01) com 

relação a percentagem de metilação. Os resultados sugerem que a reprogramação epigenética 

em bovinos ainda está ocorrendo durante a formação do espermatozóide. 

 
Palavras chave: 1. Reprogramação Epigenética. 2. Espermatogênese. 3. Bissulfito de Sódio. 4. 
Bovino. 
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ABSTRACT 

 

METILATION PROFILE OF XIST GENE EXON 1 IN BOVINE 

SPERMATOGENIC CELLS 

 

 

Rosana Camargo Nishimura1, Margot Alves Nunes Dode1,2 
1School of Agronomy and Veterinary Medicine – UnB, DF, 2Embrapa Genetic 

Resources and Biotechnology 

 

Mammalian embryos undergo two waves of genome reprogramming, the first 

in the zygote, when paternal and maternal genomes are demethylated and, just after, re-

methylated, and the second in the primordial germ cells. It is believed that re-methylation is 

reestablished in male germ cells before birth, however, it is not clear when and how this 

process occurs in bovine. Thus, this work aimed to verify if there is epigenetic 

reprogramming during spermatogenesis through the evaluation of the methylation profile of 

XIST gene exon 1 in different spermatogenic cells. Spermatocytes, elongated spermatids and 

spermatozoa from epididymis head and tail were collected from bovine testes obtained from a 

slaughterhouse. The collected cells had their DNA extracted and treated with bisulfite. The 

treated DNA was amplified through nested PCR, and the product was inserted on a vector and 

cloned in bacteria. The plasmidial DNA was extracted and sequenced. The sequences of the 

experiment were compared with the sequence of gene XIST from the GenBank and those that 

presented bisulfite conversion rate of ≥95% and homology of ≥97% with the sequence from 

GenBank were utilized. To compare the methylation level between the groups Kruskal-Wallis 

and Mann-Whitney tests were used, with significance level of P<0.05. The spermatocytes, 
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elongated spermatids and spermatozoa from epididymis head and tail groups presented 

15.70%±14.54, 1.96%±1.96, 74.09%±6.78 and 45.09%±20.19 of methylation respectively. 

The epididymis head group was more methylated then spermatocytes and elongated 

spermatids groups (P<0.01). When arranged in two groups, one with spermatocytes and 

elongated spermatids, and another with epididymids spermatozoa, and compared, it was 

observed that the methylation level was different (P<0.01) between them. These results 

suggest that epigenetic reprogramming is still occurring during spermatozoa formation. 

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



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO 1 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A epigenética é a uma área da genética relativamente recente, e tem como alvo 

os mecanismos de regulação gênica não baseados na sequência primária do DNA e que são 

herdáveis (Reik, 2007). Os mecanismos epigenéticos participam da formação de eucromatina 

e heterocromatina, bem como no silenciamento de genes e até mesmo cromossomo (Wutz, 

2011). 

Durante o desenvolvimento inicial do embrião, o genoma sofre duas grandes 

reprogramações. Uma que acontece logo após a fecundação, onde os genomas paterno e 

materno são desprogramados e logo em seguida programados novamente (Oswald et al., 

2000; Wossidlo et al., 2010), permitindo a formação de células totipotentes, que darão origem 

à todos os outros tipos celulares do indivíduo em formação (Surani et al., 2007). A outra 

reprogramação acontece nas células germinativas primordiais, que darão origem a linhagem 

germinativa (Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005). Neste momento, as marcas de genes 

imprinted e não imprinted são retiradas e substituídas por outras, de acordo com o sexo do 

embrião (Hajkova, 2011).  

Atualmente sabe-se que as marcas epigenéticas são passíveis de alterações 

causadas por influência do ambiente, diferentemente da sequência contida no DNA (Whitelaw 

& Whitelaw, 2008). Sabe-se que a exposição a alguns tipos de substância, a dieta, aplicação 

de hormônios, podem alterar o padrão epigenético, e em alguns casos levar ao surgimento de 

câncer (Weidman et al., 2007) e infertilidade (Rajender et al., 2011). Acreditava-se que esses 

“erros” no epigenoma não fossem transmitidos às gerações seguintes, já que, ao passar pelos 

ciclos de reprogramação, essas anormalidades poderiam ser corrigidas. Contudo, existem 

relatos demonstrando que essas alterações podem sim ser transmitidas e ainda persistirem por 

pelo menos três gerações seguintes (Anway et al., 2005).  
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Durante o momento da reprogramação o genoma está mais suscetível as 

influências ambientais, já que naturalmente esse é um período em que marcas estão sendo 

retiradas e adicionadas. Portanto, é muito importante que nessa fase se tenha as condições 

mais adequadas para que a reprogramação ocorra corretamente (Lin et al., 2008; Shen et al., 

2012).  

As informações a respeito da reprogramação nas células germinativas são 

basicamente oriundas de estudos em camundongos. Dados da literatura afirmam que o início e 

o final da reprogramação em machos se dão ainda durante a vida fetal e, portanto, ao nascer 

esse processo já estaria pronto (Reik et al., 2001; Faulk & Dolinoy, 2011). No entanto, 

estudos com camundongos (Oakes et al., 2007) e humanos (Marques et al., 2011) 

demonstraram que alguns genes teriam uma reprogramação mais tardia, acontecendo somente 

após a puberdade, durante a espermatogênese. 

O fato de ainda haver reprogramação durante a espermatogênese sugere que a 

maior suscetibilidade à alterações epigenéticas das células espermáticas, que ocorreria, 

principalmente durante a vida fetal, passa também a ocorrer continuamente após a puberdade. 

Isso, além de aumentar as possibilidades de ocorrência de alterações, cria a possibilidade de 

manipular fatores ambientais para alterar o fenótipo das gerações futuras. Portanto, esse tipo 

de informação é importante não só como conhecimento básico, mas também por possibilitar o 

desenvolvimento de ferramentas, tais como o uso de dietas específicas, que possam contribuir 

para que a reprogramação ocorra de maneira correta. Entretanto, para que esse conhecimento 

possa ser utilizado é necessário saber em que momento o padrão epigenético é estabelecido. 

Apesar de já estudado em algumas espécies, até o momento nenhum relato foi encontrado 

sobre esse evento em espermatozóides da espécie bovina, que tem uma grande importância 

econômica para o país. 

Sendo assim, este trabalho buscou verificar se assim como em camundongos e 

humanos, a reprogramação também acontece em bovinos adultos. Para isso foi feita a 

avaliação do perfil de metilação do gene XIST durante a espermatogênese, usando diferentes 

células espermáticas. 
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2. OBJETIVO 

 

Verificar se há reprogramação epigenética durante a espermatogênese através da 

avaliação do perfil de metilação da região do éxon 1 do gene XIST em espermatócitos, 

espermátides alongadas e espermatozóides de cabeça e cauda de epidídimo de bovinos. 
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3. REVISÃO BIBLIGRÁFICA 

 

 

3.1. Espermatogênese 

 

 

A espermatogênese compreende o processo de transformação das células 

germinativas primordiais (CGP), pouco diferenciadas, em espermatozóides, células altamente 

especializadas e haplóides. Esse processo começa durante o desenvolvimento inicial do 

embrião, com a formação das células germinativas primordiais no epitélio do endoderma 

dorsal do saco vitelínico, na região próxima ao alantóide ainda em desenvolvimento. Elas se 

deslocam até as cristas genitais, e durante esta migração há uma intensa proliferação mitótica, 

aumentando consideravelmente o número de células. Após a chegada nas cristas genitais as 

CGP passam a ser chamadas gônias (ovogônia, no caso das fêmeas, e pré-espermatogônias ou 

gonócitos, no caso dos machos). Enquanto a gônada ainda está indiferenciada, é composta por 

células mesenquimais, germinativas, células derivadas dos mesonefros e células originadas do 

epitélio celômico. No momento da diferenciação sexual do macho, cordões sexuais primários 

começam a se desenvolver da parte central para a periferia do testículo. Estes cordões 

continuam se proliferando e penetram na medula formando os cordões seminíferos, que 

contem espermatogônias e células somáticas (células de Sertoli). O crescimento dos testículos 

a partir deste momento é dependente da proliferação das células que já estão presentes na 

gônada. A diferenciação morfológica dos testículos é acompanhada por um aumento rápido da 

capacidade de síntese de esteróides, particularmente a testosterona (Austin & Short, 1993). 

Os gonócitos, após o povoamento da crista genital, permanecem inativos no 

centro dos cordões seminíferos (que formarão os túbulos seminíferos) até um pouco antes da 
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puberdade. Neste período, eles migram por entre as células de Sertoli até alcançar o tecido 

limite do túbulo e, então inicia-se uma nova multiplicação mitótica. Uma vez que essas 

divisões se reiniciam, os gonócitos passam a ser chamados espermatogônias. Estas são 

classificadas em tipo A, intermediárias e B, sendo que as células A ainda são subdivididas em 

A0, A1, A2, A3 e A4. As células A0 fazem mitose com duas finalidades, uma para formar novas 

A0, e outra para dar continuidade as divisões sincronizadas de A1, A2, A3 e A4, intermediárias 

e B (Austin & Short, 1993). Pode-se dizer que o tipo intermediário é a primeira célula 

comprometida, que irá seguir a diferenciação até espermatozóide (Gilbert, 2003). Em bovinos 

é possível a identificação de espermatogônias A0, A1, A2, A3, intermediárias, B1 e B2 (Barth 

& Oko, 1989). Logo após a última divisão mitótica da espermatogônia B, suas células filhas 

continuam unidas por pontes citoplasmáticas, são tetraplóides e chamadas de espermatócitos 

primários. Estas entrarão em meiose (Figura 1.1), e após a primeira divisão meiótica são 

formados os espermatócitos secundários, que por sua vez sofrem uma segunda divisão, 

formando as espermátides. Estas são células haplóides, e continuam interligadas por pontes 

citoplasmáticas. À medida que as divisões vão acontecendo, as células se distanciam cada vez 

mais da membrana basal e se aproximam do lúmen do túbulo seminífero (Austin & Short, 

1993). 
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Figura 1.1. Representação esquemática das mudanças que ocorrem durante as divisões 

meióticas envolvendo os espermatócitos primários e secundários (adaptado de Knobil & 

Neill, 2006). 

 

Na primeira divisão meiótica, durante a prófase I, os cromossomos duplicados 

se alinham com seus homólogos e o crossing over acontece. Este é um evento que aumenta a 

variabilidade genética, pois recombina o material genético paterno e materno (Knobil & 

Neills, 2006). Também neste momento, especificamente no paquíteno, ocorre o silenciamento 

gênico dos cromossomos sexuais pela inativação meiótica dos cromossomos sexuais (IMCS). 

Isto acontece somente na gametogênese de animais que possuem os cromossomos sexuais 

diferentes e, portanto o pareamento não é completo (Turner, 2007). Neste processo, a parte do 

cromossomo X que não está pareada com o cromossomo Y é coberta por uma proteína 

supressora de tumor BRCA1 (Breast cancer 1), que recruta a quinase ATR (Ataxia 

telangiectasia and Rad3 related) que, por sua vez, fosforila a histona H2AX na serina 139 

(γH2AX). O acúmulo da γH2AX é um importante sinal para o desencadeamento da IMCS 

(Turner et al., 2004), cuja consequência é a inativação do cromossomo X. Estudos indicam 

que os cromossomos X e Y são transcricionalmente ativos durante as divisões mitóticas e em 

estágios iniciais da meiose, mas se tornam transcricionalmente reprimidos a partir do estágio 



8 
 

de paquíteno até o final da espermatogênese (Turner, 2007). Existe a hipótese de que a IMCS 

desempenhe uma função no estabelecimento do silenciamento do cromossomo X de herança 

paterna, processo onde o cromossomo X herdado do pai torna-se inativo em embriões em 

desenvolvimento inicial (Huynh & Lee, 2003). 

Após as divisões meióticas, a espermátide redonda passa por uma intensa 

remodelação para dar origem ao espermatozóide. Esse processo é chamado de 

espermiogênese e pode ser dividido em quatro fases distintas: golgi, capuchão, acrossoma e 

maturação. A fase de golgi compreende o período da formação da espermátide redonda até a 

formação de um grânulo acrossômico esférico associado à membrana nuclear. Na fase de 

capuchão o acrossoma está sendo formado. Em seguida, na fase de acrossoma, a espermátide 

passa por transformações morfológicas maiores, como a condensação, alongamento e 

remodelamento. Na fase de maturação as espermátides completam a sua diferenciação e este é 

um período extremamente complexo, que inclui a formação final do flagelo, do colo, 

condensação e modelação do núcleo (Barth & Oko, 1989). 

Algumas células da linhagem espermatogênica de bovinos foram descritas por 

Martins (2001) quando dissociadas do tecido testicular, tendo como parâmetro o diâmetro 

celular e a proporção núcleo-citoplasma. Os espermatócitos primários possuem diâmetro 

˃22µm, já os secundários apresentam uma forma cilíndrica, diâmetro médio de 16,4µm e 

proporção núcleo-citoplasma de 1:1,5. As espermátides redondas apresentam diâmetro de 7,6-

13,4µm e proporção núcleo-citoplasma de 1:2, enquanto as em alongamento tem seu tamanho 

entre 7,5-12,5µm, relação núcleo-citoplasma de 1:3 e uma visível protuberância em um de 

seus lados. As espermátides alongadas por sua vez, apresentam semelhança com os 

espermatozóides, sendo que seu diâmetro varia entre 5.5-6.7µm. Goto e colaboradores (1996) 

também caracterizaram o diâmetro de algumas dessas células, sendo que os espermatócitos 

primários são células que apresentam diâmetro ˃20µm, enquanto as espermátides redondas, 

menores, apresentam diâmetro variando de 9-11µm, um núcleo redondo e presença do 

grânulo acrossômico próximo ao núcleo. 

No que se refere a condensação do núcleo espermático, inicialmente o DNA 

está envolto em octâmeros de histonas formados por duas moléculas de H2A, H2B H3 e H4. 

Estas proteínas são trocadas por histonas variantes, específicas de testículo. Em seguida, são 

trocadas novamente por proteínas de transição, e por fim, ocorre a troca por protaminas, 

fazendo com que a cromatina fique altamente compactada (Knobil & Neill, 2006). 

Por fim, os espermatozóides formados são liberados na luz dos túbulos 

seminíferos (espermiação) e são levados para fora do testículo através de movimentos de 
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cílios e contrações das paredes da rete-testis e dos ductos eferentes, chegando ao epidídimo. 

Este é um ducto único, longo e enovelado, que pode ser morfologicamente dividido em três 

partes: cabeça, corpo e cauda, embora não existam limites definidos entre as partes (Austin & 

Short, 1993). Durante a passagem dos espermatozóides pelo epidídimo acontecem mudanças 

significantes na maturação da célula, como aquisição da motilidade progressiva e da 

capacidade fecundante, término da condensação do núcleo (através de pontes dissulfídicas), 

seguida da modificação da forma do acrossoma, ligação de proteínas, alterações na superfície 

da membrana plasmática, fagocitose de espermatozóides defeituosos, absorção de líquido e 

consequente concentração e armazenamento do espermatozóides (Barth & Oko 1989). 

Todo o processo da espermatogênese é regulado pela ação de hormônios, 

através do eixo hipotalâmico-hipofisário-testicular, onde o hipotálamo libera o hormônio 

liberador de gonadotrofina (GnRH), que estimula a secreção dos hormônios luteinizante (LH) 

e folículo estimulante (FSH) pela adenohipófise. O LH estimula as células de Leydig a 

produzir testosterona. O FSH age sobre as células de Sertoli, fazendo com que haja a 

produção de proteína ligadora de andrógeno (ABP), que se liga à testosterona, aumentando a 

concentração deste hormônio no interior dos túbulos seminíferos (Junqueira & Carneiro, 

1999). 

 

 

3.2. Reprogramação epigenética 

 

 

A epigenética se refere a mecanismos de regulação da transcrição gênica que 

não são baseados na alteração da sequência de DNA, e que são herdáveis. Além da metilação 

de DNA, também são mecanismos epigenéticos as modificações de histonas (metilação, 

acetilação fosforilação, ubiquitinação, sumoilação, ADP-ribosilação, nitrilação, glicosilação), 

RNAs pequenos não codantes, e proteínas não histonas que se ligam à cromatina (Li, 2002; 

Egger et al., 2004). 

As células e tecidos de organismos multicelulares adquirem uma programação 

diferenciada da expressão de seus genes, fazendo com que, mesmo que tenham a mesma 

sequência de DNA, tornem-se morfológica e funcionalmente diferentes. Acredita-se que essa 

diferenciação celular se deva principalmente à regulação epigenética (Li, 2002). 
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As marcas epigenéticas se fixam quando as células se diferenciam, no entanto, 

algumas células passam por uma reprogramação, onde as marcas epigenéticas são retiradas e 

em seguida, novas marcas são estabelecidas (Surani, 2001). 

O conjunto das modificações pós-transcricionais nas extremidades N-terminais 

das histonas H2A, H2B, H3 e H4, é chamado de Código de Histonas. Estão relacionadas ao 

grau de compactação dos nucleossomos, podendo afetar a regulação gênica (Griffiths et al., 

2009). A acetilação e a metilação (mono, di e trimetilação) de lisinas são as modificações 

mais estudadas, sendo que a histona acetilada corresponde à cromatina menos compactada, 

onde a possibilidade de haver transcrição é maior (Lewin, 2009). A acetilação de histonas se 

dá através de enzimas histona acetil transferase (HAT), e a retirada, pelas enzimas histona 

desacetilase (HDAC). A desacetilação juntamente com a metilação das histonas e do DNA 

está associada à repressão da atividade gênica (Li, 2002). 

A metilação de DNA é um componente epigenético chave para estabelecer e 

manter o estado de expressão de um gene (Klose & Bird, 2006). Também possui um papel 

importante na regulação de genes durante o desenvolvimento e está envolvido em processos 

como o imprinting genômico, a inativação do cromossomo X, silenciamento de transposons e 

a estabilidade das estruturas de telômeros e centrômeros. A metilação é uma ligação bastante 

estável e se dá pela inserção de um grupo metil no carbono 5 de um dinucleotídeo CpG. Este 

processo é bastante importante na repressão transcricional de genes, e tem sido relacionada ao 

silenciamento gênico de “retrotransposons parasitas” (Yoder et al., 1997) e à manutenção da 

integridade estrutural de cromossomos e à prevenção de rearranjos dos mesmos. (Chen et al., 

1998). 

O DNA é metilado com a ação de enzimas, formando então a 5-metilcitosina 

(5mC). As mais conhecidas são a DNA metiltrasferase (DNMT) 1, a DNMT3A e a 

DNMT3B. A DNMT1 é considerada uma enzima de manutenção de metilação, que mantém 

os padrões de metilação global durante a replicação. Sua ação ocorre preferencialmente em 

citosinas de sequências CpG hemimetiladas (Li et al., 1992). As DNMT3A e 3B metilam 

sequências CpG não metiladas, funcionando como de novo metiltransferases. Existe ainda a 

DNMT3L, que não possui atividade catalítica, mas recruta as DNMTs 3A e 3B reconhecendo 

os nucleossomos que possuem a lisina 4 da histona H3 (H3K4) não metilada (Ooi et al., 

2007). 

Em mamíferos, após a fecundação, as marcas dos gametas são retiradas e 

trocadas por outras que são específicas do desenvolvimento inicial de embriões, 

possibilitando o estado de totipotência (Surani et al., 2007). A cromatina do espermatozóide é 
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descondensada, as protaminas são substituídas por histonas presentes no ovócito e o ovócito 

por sua vez, finaliza a meiose. Os genomas maternos e paternos são reprogramados, sendo 

que o paterno sofre uma desmetilação mais rápida que o materno (Oswald et al., 2000). Esta 

diferença acontece porque o pró-núcleo masculino sofre uma desmetilação ativa (Wossidlo et 

al., 2010), sendo tal fenômeno já verificado em diferentes espécies de mamíferos tais como 

ratos, suínos e bovinos (revisto por Santos & Dean, 2004). Já o pró-nucleo feminino é 

desmetilado passivamente, onde a ausência da DNMT1 no núcleo faz com que os níveis de 

metilação diminuam a cada replicação (Rougier et al., 1998; Bestor, 2000). Embora a 

metilação global do genoma diminua nesse período, algumas regiões “escapam” da 

desmetilação, como, por exemplo, as regiões diferencialmente metiladas (DMRs) de genes 

imprinted (Reik & Walter 2001) (Figura 1.2). 

 

Figura 1.2. Representação do nível de metilação na reprogramação epigenética de 

camundongo, onde a linha vermelha representa os genes não imprinted do genoma materno, a 

linha azul, os genes não imprinted do genoma paterno, e a linha preta os genes imprinted 

(adaptado de Santos & Dean, 2004). 

 

Após o período de desmetilação, inicia-se a metilação de novo, onde duas 

linhagens celulares distintas terão origem. São formados a massa celular interna (MCI), que 

dará origem a todos os tecidos do indivíduo adulto, e o trofoblasto, que dará origem aos 

tecidos extraembrionários. O nível de metilação entre essas linhagens é diferente, sendo que a 

MCI é hipermetilada em relação aos tecidos extraembrionários e placenta (Dean et al., 2001; 

Santos et al., 2002), indicando a importância da metilação na diferenciação das linhagens 
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celulares (Santos et al., 2002). Em camundongos, a metilação de novo acontece no estágio de 

blastocisto (Yang et al., 2007), enquanto em bovinos, este evento acontece no estágio de 8-16 

células, juntamente com a ativação do genoma embrionário (Dean et al., 2001). 

Dentre os vários tipos celulares derivados da MCI estão as CGPs. Nelas, a 

reprogramação do epigenoma também acontece. No momento em que as CGPs são 

especificadas, elas são epigenéticamente iguais as que estão à sua volta e terão um “destino 

somático” (Seki et al., 2005). Por isso possuem um estado epigenético estável, estão com o 

DNA altamente metilado, com um cromossomo X inativado (no caso de fêmeas), assim, 

devem ser desprogramadas e receber novas marcas, possibilitando a formação de gametas 

(Saitou et al., 2002). A linhagem de CGP inicia então uma sequência de eventos de 

desprogramação que terminará em um estado epigenético basal. Estes eventos acontecem 

durante e após a migração das células germinativas primordiais, havendo mudanças 

epigenéticas globais na organização da cromatina (Sasaki & Matsui, 2008). De acordo com 

Seki e colaboradores (2005), a perda global de metilação se inicia na migração das CGPs; no 

entanto, Popp e colaboradores (2010) afirmam que a maior parte dela acontece depois da 

colonização das gônadas e afeta entre 80% e 90% do genoma. O processo inclui a perda de 

marcas epigenéticas que controlam a expressão de genes somáticos e também de genes 

imprinted. 

Uma das consequências desta reprogramação é a ativação do cromossomo X 

das fêmeas que até então estava inativo (Hayashi & Surani, 2009). Além da metilação de 

DNA, também acontecem alterações nas marcas das histonas, como a perda da dimetilação da 

lisina 9 da histona H3 (H3K9me2) e o aumento da trimetilação da lisina 27 da histona H3 

(H3K27me3) (Hajkova et al., 2008 ; Seki et al., 2005). Embora a H3K9me2 e a H3K27me3 

sejam marcas associadas à repressão transcricional, o aumento global da H3K27me3 e a 

diminuição da H3K9me2 estabelece uma cromatina nas CGP semelhante à encontrada em 

células tronco embrionárias (Surani et al., 2007). 

 Após atingir o estado epigenético basal, os padrões de metilação do DNA são 

restabelecidos de forma progressiva nas células germinativas. O momento exato e a extensão 

ainda não são conhecidos, mas sabe-se que a metilação de novo é um evento importante para a 

meiose. Por exemplo, caso os retrotransposons não sejam metilados de novo nas CGP (de 

embriões machos ou fêmeas) e sejam transcritos, a meiose é afetada e o alinhamento dos 

cromossomos homólogos ocorre de forma incorreta (Bourc’his & Bestor, 2004; De La Fuente 

et al., 2006; Sasaki & Matsui, 2008). Modificações nas histonas, como a metilação das lisinas 

4 e 9 da histona H3 também são importantes para que a meiose progrida, tendo também 
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influência no pareamento dos cromossomos e a quebra do DNA para que ocorra o crossing 

over durante a prófase I (Sasaki & Matsui 2008). Além da metilação de novo ser importante 

para a meiose, ela estabelece os padrões epigenéticos para que as CGP tornem-se células 

gaméticas e tenham as marcas imprinted necessárias que correspondam ao novo indivíduo.  

Em fetos de camundongos machos, após a diferenciação das CGPs em pré-

espermatogônias, as células param de se dividir por mitose, e restabelecem o padrão de 

metilação, sendo que neste momento também são restabelecidas as marcas imprinted paternas 

(Reik et al., 2001; Kota & Feil, 2010). Em fêmeas, as CGPs se diferenciam em ovogônias 

(Sadeu et al., 2006), e iniciam a meiose, sendo então denominados ovócitos primários. Estes 

ficam retidos na prófase I da meiose, permanecendo neste estado até pouco antes da ovulação 

(Wang & Sun, 2007). O nível de metilação só será restabelecido durante o crescimento do 

ovócito, já no indivíduo adulto (Kageyama et al., 2007), sendo o período de reprogramação 

muito maior na fêmea.  

 No macho a gametogênese fica então retida, até a chegada da puberdade, onde 

através de estímulos hormonais recomeça a proliferação mitótica, seguida da meiose. Após o 

término da meiose, as espermátides passam por uma intensa reorganização. Um dos processos 

mais significativos é a troca de grande quantidade de histonas por proteínas de transição, e, 

em seguida, por protaminas. Algumas regiões mantêm as histonas e acredita-se que estas 

regiões sejam importantes para o início do desenvolvimento do embrião ou exercem alguma 

função no adulto (Hales et al., 2011). 

 Para que as histonas sejam substituídas, acredita-se que primeiramente elas 

sejam trocadas por variantes, fazendo com que o nucleossomo seja menos estável, seguido de 

uma hiperacetilação global das histonas e por fim, uma competição para a ligação no DNA 

com proteínas de transição e protaminas (Gaucher et al., 2010). 

Células espermatogênicas meióticas e pós-meióticas trocam quase todas as 

histonas canônicas (H2A, H2B, H3 e H4) por variantes, sendo que estas, em muitas espécies, 

são expressas exclusivamente nas células germinativas masculinas (Gaucher et al., 2010). 

Mesmo quando as histonas somáticas são expressas em células espermatogênicas, elas podem 

se combinar com as variantes, como por exemplo, a H3.3 ou a H2A.Z, levando a uma 

instabilidade do nucleossomo (Jin et al., 2009). A histona H1t, específica dos testículos, 

também é menos eficiente na compactação da cromatina e possui menos afinidade pelo DNA 

do nucleossomo e DNA livre (Godde & Ura, 2009). De acordo com Gaucher e colaboradores 

(2010), é possível que a incorporação das variantes das histonas com a capacidade de abrir a 
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cromatina e formar nucleossomos instáveis esteja relacionada com a criação de locais 

preferenciais para a retirada das histonas. 

A hiperacetilação de histonas foi observada em espermátides alongadas de 

várias espécies (Govin et al., 2004), e esta hiperacetilação acontece quando o DNA não está 

sendo replicado nem transcrito, e parece que também está ligada a substituição das histonas 

(Hazzouri et al., 2000) (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3: Representação das alterações nos nucleossomos durante a espermiogênese, onde 

há a troca das histonas canônicas por variantes, seguida de proteínas de transição, e por fim, 

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

 

 

3.3. Gene XIST e inativação do cromossomo X 

 

 

Em 1961, Mary Lyon sugeriu a hipótese de que como as fêmeas de mamíferos 

possuem dois cromossomos X, um deles deveria ser inativado para que houvesse uma 

compensação na dosagem dos genes ligados ao X de fêmeas. Isso porque os machos possuem 

apenas um cromossomo X e o dimorfismo dos cromossomos sexuais levaria a um desbalanço 

entre os sexos heterogaméticos e homogaméticos. Apesar de já terem se passado 50 anos 

desde a descoberta da inativação do cromossomo X (ICX) ainda se sabe pouco a respeito de 

seus mecanismos moleculares. 
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 De acordo com Graves (1996) e Sharman (1971), mamíferos ancestrais teriam 

resolvido o problema de dosagem gênica inativando preferencialmente o X paterno (Xp) em 

todas as células de fêmeas. Os mamíferos não placentários, como os marsupiais, possuem 

somente esta forma ancestral de compensação. Já os mamíferos placentários desenvolveram 

uma forma aleatória de inativação, onde ambos os cromossomos X, paterno e materno, tem 

chances iguais de serem inativados (Lyon, 1961). 

A ICX é um evento epigenético, e é herdável ao longo das divisões celulares 

(Lucifero et al., 2004). Nos eucariotos, a inativação afeta aleatoriamente o cromossomo X de 

origem paterna ou materna durante o início do desenvolvimento, mantendo este padrão nas 

células filhas, portanto os indivíduos adultos são mosaicos, com expressão do cromossomo X 

paterno ou materno (Heard & Disteche, 2006). 

 O fenômeno do silenciamento do cromossomo X em fêmeas de mamíferos, 

tanto o imprinted quanto o aleatório, é controlado por uma região denominada centro de 

inativação do cromossomo X (XIC) (Figura 1.5). Este centro determina qual o cromossomo 

que será inativado, sendo que antes da inativação, a expressão de XIST (transcrito específico 

da inativação do X) pode ser detectada nos dois cromossomos, até que em um deles os 

transcritos se acumulam, dando início à inativação (Panning et al., 1997), e iniciando assim a 

transcrição monoalélica do XIST. Ao mesmo tempo, no outro cromossomo, inicia-se a 

transcrição do gene TSIX, anti-sense de XIST, inibindo a transcrição de XIST, e mantendo o 

cromossomo ativo (Casci, 2008). O RNA do gene XIST recobre o cromossomo que será 

inativado, em cis, dando início ao silenciamento (Penny et al., 1996). 
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Figura 1.4: Localização da região XIC e de genes que fazem parte da regulação da 

transcrição do gene XIST (Tian et al., 2010). 

 

 Em camundongos, a ICX imprinted se estabelece no embrião inicial e é 

mantida na placenta, onde o Xp é preferencialmente inativado (Huynh & Lee, 2003; Okamoto 

et al., 2004). Já na MCI, o Xp é reativado (Okamoto et al., 2004), para em seguida acontecer a 

inativação aleatória. Existem duas teorias para a ICX imprinted, a hipótese da pré-inativação e 

a hipótese da inativação de novo. Na hipótese da pré-inativação o Xp já estaria pré-inativado, 

como consequência da IMCS durante a espermatogênese (Huynh & Lee, 2003). É possível 

que a IMCS seja responsável pela herança da informação epigenética através do 

espermatozóide, já que modificações das histonas que acontecem durante a IMCS são 

mantidas (Hammoud et al., 2009). Na hipótese da inativação de novo, o Xp estaria inativo no 

momento da fecundação e, logo após seria rapidamente reativado, permanecendo assim até o 

estágio de 4 células onde haveria então uma inativação de novo (Okamoto et al., 2004). O 

processo de inativação para camundongos e bovinos é explicado na literatura por diferentes 

modelos (Huynh & Lee, 2003; Okamoto et al., 2004; Ferreira et al., 2010). De acordo com 

Ferreira e colaboradores (2010), em embriões bovinos produzidos in vitro os dois 

cromossomos X podem estar ativos nos estágios de 4, 8 e 16 células, e o Xp é inativado em 

mórula, sendo reativado em blastocisto expandido, provavelmente momento em que se dá a 

inativação aleatória. 

 A ICX se divide em duas fases, a primeira, em que o silenciamento gênico é 

estabelecido e a segunda, em que ocorre a manutenção, onde a expressão do gene XIST não é 

mais necessária (Figura 1.5). Antes do início da transcrição de XIST, os dois cromossomos X 

se pareiam (Xu et al., 2006). Fatores como CTCF (fator ligante de CCCTC) e OCT4 

(Octamer-binding transcription factor 4) afetam o pareamento e também o número de 

cromossomos que serão inativados (Xu et al., 2007). Masui e colaboradores (2011) 

demonstraram que o pareamento é um evento breve e acontece antes do aumento da 

transcrição do XIST em um dos alelos. Em seguida, o nível de transcritos de TSIX diminui. 
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Existe ainda uma outra região dentro de XIC, a região de pareamento do X, que pode regular 

o pareamento dos cromossomos X (Sun et al., 2010). 

 Os fatores de pluripotência como OCT4, SOX2 (Sex determining region Y – 

box2) e NANOG (Nanog homeobox) se ligam no primeiro íntron do XIST, reprimindo a sua 

expressão (Donahoe et al., 2009). Além disso, estes fatores também controlam os níveis de 

XIST ativando o TSIX (Navarro et al., 2010), sendo que OCT4 e REX1 (Zinc finger protein 42 

homolog) se ligam ao XITE, que é um enhancer do TSIX (Donahoe et al., 2009). Existem 

evidências de que a transcrição de TSIX, juntamente com a ação inibitória dos fatores de 

pluripotência, coopera na manutenção da repressão de gene XIST em células tronco não 

diferenciadas (Nesterova et al., 2011). 

 O gene TSIX, assim como o XIST, transcreve um RNA longo não codante. Ele 

reprime em cis a trascrição do XIST, recobrindo toda a sua unidade (Lee et al., 1999). A 

transcrição de TSIX, assim como a de XIST, é verificada em ambos os cromossomos X, e 

quando se dá o início da inativação, sua expressão passa a ser monoalélica, sendo também e 

está associada à repressão de XIST no cromossomo ativo (Lee et al., 1999). Foi demonstrado 

que o TSIX inibe a expressão de XIST no X ativo (Xa) bloqueando a ligação do complexo 

RepA-PCR2, estabelecendo uma “cromatina repressiva” na região 5’ do XIST, estimulando a 

atividade da DNMT3a no promotor do XIST (Zhao et al., 2008; Sado et al., 2005). Esta região 

do promotor possui uma DMR (região diferencialmente metilada), que está no localizada 

éxon 1, e auxilia no controle da expressão do XIST. A hipometilação desta região está 

correlacionada à inativação do cromossomo X, enquanto a hipermetilação corresponde ao 

padrão que é encontrado no cromossomo ativo (Goto & Monk, 1998). A expressão do TSIX 

não se mantém durante toda a inativação, e a repressão do XIST no Xa é mantida com outros 

mecanismos, incluindo a metilação do DNA (Barr et al., 2007). Além de recrutar  a metilação 

do DNA, o TSIX também está relacionado a modificações de histona como a H3K27me3 

(trimetilação da lisina 27 da histona H3) próximo a região promotora do XIST (Nesterova et 

al., 2008). Ainda, o TSIX também pode estar envolvido na supressão do XIST através do 

recrutamento de iRNA (RNA de interferência). O transcrito de TSIX é complementar ao de 

XIST, e Ogawa e colaboradores (2008) demonstraram que XIST e TSIX formam um RNA 

dupla fita que é processado em pequenos RNAs. 

 A região Repeat-A está dentro do gene XIST, na extremidade 5’ do gene. Esta 

região é essencial para o acúmulo de XIST produzindo um transcrito não codante chamado 

RepA (Zhao et al 2008). Acredita-se que os transcritos RepA aumentam a expressão de XIST 

através do recrutamento do PRC2 (polycomb repressive complex 2) e que o RNA TSIX 



18 
 

estaria competindo com o RNA RepA pelo recrutamento de PRC2, impedindo a ativação de 

XIST (Zhao et al., 2008). 

 Existem ainda outros genes envolvidos na regulação da expressão de XIST. O 

gene JPX é um regulador positivo de XIST. Ele também produz um transcrito longo e não 

codante, mas a sua ação se dá em trans. Tian e colaboradores (2010) sugerem que os RNAs 

de JPX e TSIX possuem atividades antagônicas, com os dois RNAs agindo em vias paralelas 

na regulação de XIST. O RNF12 (ring finger protein, LIM domain interacting) também é um 

regulador positivo do XIST. Este é um gene ligado ao X, que codifica a proteína E3 ubiquitina 

ligase (Jonkers et al., 2009), e está fora da região considerada XIC. Jonkers e colaboradores 

(2009) verificaram que o nível da proteína Rnf12 aumenta no início da ICX. A 

superexpressão de Rnf12 induz à expressão ectópica de XIST em células XY, mas a ativação 

de XIST em células XX não requer Rnf12 (Jonkers et al., 2009). Ainda são necessários mais 

estudos para a compreensão completa da função do gene RNF12 na ICX. Existe ainda o fator 

de transcrição YY1 (Ying Yiang 1), que ajuda o RNA XIST a se ligar no Xi (Jeon & Lee, 

2011). 

Após todos os eventos que levam ao recobrimento do cromossomo X pelo 

RNA XIST, a inativação torna-se estável e não mais dependente de XIST, no entanto, esta 

parece ser uma molécula com várias funções, regulando não só o início do silenciamento 

gênico, mas também a reorganização do cromossomo X, e possivelmente o recrutamento de 

complexos modificadores da cromatina necessários para estabelecer marcas epigenéticas da 

inativação (Chow & Heard, 2009). 

Após o recobrimento do Xi pelo RNA XIST, várias modificações de histona 

associadas à eucromatina, como a H3K9ac (acetilação da lisina 9 da histona H3), H3K4me2 

(dimetilação da lisina 4 da histona H3), H3K4me3 (trimetilação da lisina 4 da histona H3), 

são perdidas, e marcas repressivas como a H3K27me3 (trimetilação da lisina 27 da histona 

H3), H3K9me2 (dimetilação da lisina 9 da histona H3), H4K20me1(metilação da lisina 20 da 

histona H4) e H2Aub1(ubiquitinação) , são adquiridas (Heard et al., 2001), sendo que RepA 

associado com PRC2 direcionar a H3K27me3 no Xi (Zhao et al., 2008). Além dessas 

modificações de histona, o DNA do Xi é hipermetilado (Chan et al., 2011), há a incorporação 

da histona macro H2A (macroH2A), e o recrutamento de proteínas como SMCHD1 

(structural-maintenance of chromosomes hinge domain containing 1), ASH2L (ash2 (absent, 

small, or homeotic)-like (Drosophila) - proteína do grupo Trithorax), ATRX (alpha 

thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) e hnRNP (heterogeneous nuclear 
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ribonucleoprotein U– fator de remodelamento de cromatina) (Escamilla-Del-Arenal et al., 

2011), garantindo que o silenciamento do Xi seja mantido. 

A metilação é um evento que acontece tardiamente no processo de inativação 

do cromossomo X, e parece estar mais relacionado à manutenção do estado inativo do que ao 

início do processo (Singer-Sam et al., 1990). Embora os eventos iniciais da ICX imprinted e 

aleatória sejam similares, a metilação do DNA parece ser específica da ICX aleatória, sendo 

que a ausência da metilação de DNA no Xi paterno imprinted provavelmente explique a 

facilidade de reversão do estado inativo na MCI (Okamoto et al., 2004) e ao mesmo tempo a 

grande dependência das proteínas Policomb na ICX imprinted para a manutenção do 

silenciamento (Wang et al., 2001). 

Os mecanismos exatos de como a metilação de DNA é recrutada para 

diferentes genes no Xi não estão claros, mas sabe-se que esta marca é de extrema importância 

para a manutenção do estado inativo em células somáticas (Escamilla-Del-Arenal et al., 

2011), e alterações nas DNMTs levam a uma instabilidade do Xi. A DNMT1, por exemplo, é 

necessária para a manutenção estável da ICX durante o desenvolvimento embrionário, já que 

a sua mutação em camundongos fez com que a ICX não se mantivesse e tendo como 

consequência a morte do embrião (Sado et al., 2000), além disso, em humanos, foi relatada a 

instabilidade do silenciamento do cromossomo X em portadores da síndrome ICF (immuno 

deficiency centromeric instability facial anormalities), causada por um defeito na DNMT3B 

(Hansen et al., 2000). 
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Figura 1.5: Representação esquemática da inativação do cromossomo X. A: em células 

indiferenciadas, OCT4 e outros fatores de pluripotência reprimem a expressão de XIST e do 

ativador do XIST RNF12. Os fatores de pluripotência também ativam diretamente a expressão 

de TSIX, sendo que o TSIX é expresso em ambos os cromossomos, impedindo a ativação do 

XIST em cis. B: no início da diferenciação, os cromossomos X se pareiam através da interação 

entre OCT4 e CTCF, resultando em uma distribuição desigual dos fatores de pluripotência de 

transcrição entre os dois cromossomos. Como resultado disso, há uma ativação do XIST no 

fututo Xi e ao mesmo tempo reprime o TSIX do mesmo cromossomo. TSIX recruta a 

DNMT3A, que metila o promotor do XIST e o silencia no Xa. C: o RNA RepA é expresso no 

futuro Xi e recruta o complexo PRC2. A expressão de JPX e RNF12 é aumentada em ambos 

os cromossomos. A combinação destes três eventos leva a ativação da expressão de XIST. O 

XIST por sua vez recruta PRC2 para o Xi. D: YY1 liga o RNA XIST no Xi e media o 

“espalhamento” em cis ao longo do Xi. E: XIST ligado no Xi se espalha por meio das regiões 

hnRNP e S/MAR. Por fim, XIST recobre todo o Xi e recruta vários fatores de silenciamento 

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

 

 

PERFIL DE METILAÇÃO DO ÉXON 1 DO GENE XIST EM CÉLULAS DA 

LINHAGEM ESPERMATOGÊNICA DE BOVINOS  

 

 

Rosana Camargo Nishimura1, Margot Alves Nunes Dode1,2 
1Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária – UnB, DF, 2Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia 

 

 

Embriões de mamíferos sofrem duas ondas de reprogramação, uma no zigoto, 

onde os genomas maternos e paternos são desmetilados e em seguida metilados de novo, e 

outra nas células germinativas primordiais. Acredita-se que a metilação de novo nas células 

germinativas masculinas esteja estabelecida ainda antes do nascimento, no entanto, como e 

quando esse processo ocorre em bovinos ainda não foi estabelecido. Sendo assim, este 

trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar se há reprogramação epigenética 

durante a espermatogênese através da avaliação do perfil de metilação da região do éxon 1 do 

gene XIST em diferentes células espermáticas. Foram utilizados espermatócitos, espermátides 

alongadas e espermatozóides da cabeça e cauda do epidídimo coletados de testículos obtidos 

em abatedouro. As células coletadas tiveram o seu DNA extraído e em seguida tratado com 

bissulfito de sódio. O DNA tratado foi amplificado através de PCR nested, e o produto 

amplificado foi inserido em um vetor e clonado em bactérias. O DNA plasmidial foi extraído 

e sequenciado. As sequências do experimento foram comparadas com a sequência do gene 
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XIST depositada no GenBank, e aquelas que apresentaram taxa de conversão do bissulfito de 

sódio ≥95% e homologia ≥97% com a sequência do GenBank foram utilizadas. Para a 

comparação do nível de metilação entre os grupos foram utilizados os testes de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney, com nível de significância de P<0,05. O grupo dos espermatócitos, 

espermátides alongadas, espermatozóides de cauda e cabeça de epidídimo apresentaram 

15,70%±14,54, 1,96%±1,96, 74,09%±6,78 e 45,09%±20,19 de metilação, respectivamente, 

sendo que o grupo da cabeça de epidídimo apresentou-se mais metilado do que os grupos 

espermatócitos e espermátides alongadas (P<0,01). Quando foram formados e comparados 

dois grupos, um com espermatócitos e espermátides alongadas, e outro com espermatozoides 

de cabeça e cauda de epidídimo, a análise mostrou haver diferença entre eles (P<0,01) com 

relação a percentagem de metilação. Os resultados sugerem que a reprogramação epigenética 

em bovinos ainda está ocorrendo durante a formação do espermatozóide. 

 
Palavras chave: 1. Reprogramação Epigenética. 2. Espermatogênese. 3. Bissulfito de Sódio. 4. 
Bovino. 
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2. ABSTRACT 

 

METILATION PROFILE OF XIST GENE EXON 1 IN BOVINE 

SPERMATOGENIC CELLS 

 

 

Rosana Camargo Nishimura1, Margot Alves Nunes Dode1,2 
1School of Agronomy and Veterinary Medicine – UnB, DF, 2Embrapa Genetic 

Resources and Biotechnology 

 

Mammalian embryos undergo two waves of genome reprogramming, the first 

in the zygote, when paternal and maternal genomes are demethylated and, just after, re-

methylated, and the second  in the primordial germ cells. It is believed that re-methylation is 

reestablished in male germ cells before birth, however, it is not clear when and how this 

process occurs in bovine. Thus, this work aimed to verify if there is epigenetic 

reprogramming during spermatogenesis through the evaluation of the methylation profile of 

XIST gene exon 1 in different spermatogenic cells. Spermatocytes, elongated spermatids and 

spermatozoa from epididymis head and tail were collected from bovine testes obtained from a 

slaughterhouse. The collected cells had their DNA extracted and treated with bisulfite. The 

treated DNA was amplified through nested PCR, and the product was inserted on a vector and 

cloned in bacteria. The plasmidial DNA was extracted and sequenced. The sequences of the 

experiment were compared with the sequence of gene XIST from the GenBank and those that 

presented bisulfite conversion rate of ≥95% and homology of ≥97% with the sequence from 

GenBank were utilized. To compare the methylation level between the groups Kruskal-Wallis 

and Mann-Whitney tests were used, with significance level of P<0.05. The spermatocytes, 
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elongated spermatids and spermatozoa from epididymis head and tail groups presented 

15.70%±14.54, 1.96%±1.96, 74.09%±6.78 and 45.09%±20.19 of methylation respectively. 

The epididymis head group was more methylated then spermatocytes and elongated 

spermatids groups (P<0.01). When arranged in two groups, one with spermatocytes and 

elongated spermatids, and another with epididymids spermatozoa, and compared, it was 

observed that the methylation level was different (P<0.01) between them. These results 

suggest that epigenetic reprogramming is still occurring during spermatozoa formation. 

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

 

 

A epigenética é a uma área da genética relativamente recente, e tem como alvo 

os mecanismos de regulação gênica não baseados na sequência primária do DNA e que são 

herdáveis (Reik, 2007). Os mecanismos epigenéticos participam da formação de eucromatina 

e heterocromatina, bem como no silenciamento de genes e até mesmo cromossomo (Wutz, 

2011). 

Durante o desenvolvimento inicial do embrião, o genoma sofre duas grandes 

reprogramações. Uma que acontece logo após a fecundação, onde os genomas paterno e 

materno são desprogramados e logo em seguida programados novamente (Oswald et al., 

2000; Wossidlo et al., 2010), permitindo a formação de células totipotentes, que darão origem 

à todos os outros tipos celulares do indivíduo em formação (Surani et al., 2007). A outra 

reprogramação acontece nas células germinativas primordiais, que darão origem a linhagem 

germinativa (Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005). Neste momento, as marcas de genes 

imprinted e não imprinted são retiradas e substituídas por outras, de acordo com o sexo do 

embrião (Hajkova, 2011).  

Atualmente sabe-se que as marcas epigenéticas são passíveis de alterações 

causadas por influência do ambiente, diferentemente da sequência contida no DNA (Whitelaw 

& Whitelaw, 2008). Sabe-se que a exposição a alguns tipos de substância, a dieta, aplicação 

de hormônios, podem alterar o padrão epigenético, e em alguns casos levar ao surgimento de 

câncer (Weidman et al., 2007) e infertilidade (Rajender et al., 2011). Acreditava-se que esses 

“erros” no epigenoma não fossem transmitidos às gerações seguintes, já que, ao passar pelos 

ciclos de reprogramação, essas anormalidades poderiam ser corrigidas. Contudo, existem 
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relatos demonstrando que essas alterações podem sim ser transmitidas e ainda persistirem por 

pelo menos três gerações seguintes (Anway et al., 2005).  

Durante o momento da reprogramação o genoma está mais suscetível as 

influências ambientais, já que naturalmente esse é um período em que marcas estão sendo 

retiradas e adicionadas. Portanto, é muito importante que nessa fase se tenha as condições 

mais adequadas para que a reprogramação ocorra corretamente (Lin et al., 2008; Shen et al., 

2012).  

As informações a respeito da reprogramação nas células germinativas são 

basicamente oriundas de estudos em camundongos. Dados da literatura afirmam que o início e 

o final da reprogramação em machos se dão ainda durante a vida fetal, e portanto, ao nascer 

esse processo já estaria pronto (Reik et al., 2001; Faulk & Dolinoy, 2011). No entanto, 

estudos com camundongos (Oakes et al., 2007) e humanos (Marques et al., 2011) 

demonstraram que alguns genes teriam uma reprogramação mais tardia, acontecendo somente 

após a puberdade, durante a espermatogênese. 

O fato de ainda haver reprogramação durante a espermatogênese sugere que a 

maior suscetibilidade à alterações epigenéticas das células espermáticas, que ocorreria, 

principalmente durante a vida fetal, passa também a ocorrer continuamente após a puberdade. 

Isso, além de aumentar as possibilidades de ocorrência de alterações, cria a possibilidade de 

manipular fatores ambientais para alterar o fenótipo das gerações futuras. Portanto, esse tipo 

de informação é importante não só como conhecimento básico, mas também por possibilitar o 

desenvolvimento de ferramentas, tais como o uso de dietas específicas, que possam contribuir 

para que a reprogramação ocorra de maneira correta. Entretanto, para que esse conhecimento 

possa ser utilizado é necessário saber em que momento o padrão epigenético é estabelecido. 

Apesar de já estudado em algumas espécies, até o momento nenhum relato foi encontrado 

sobre esse evento em espermatozóides da espécie bovina, que tem uma grande importância 

econômica para o país. 

Sendo assim, este trabalho buscou verificar se assim como em camundongos e 

humanos, a reprogramação também acontece em bovinos adultos. Para isso foi feita a 

avaliação do perfil de metilação do gene XIST durante a espermatogênese, usando diferentes 

células espermáticas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. Material biológico 

 

 

As células espermáticas utilizadas (espermatozóides da cabeça e cauda do 

epidídimo, espermátides alongadas e espermatócitos) foram obtidas de testículos de bovinos 

anelorados, coletados em abatedouros da região de Brasília/DF. 

Após o abate, os testículos foram fixados com barbante para impedir sua saída 

da bolsa escrotal (Figura 2.1). O transporte do abatedouro ao laboratório foi realizado em 

caixa térmica com gelo. 

 

Figura 2.1 – Testículos dentro do escroto prontos para o transporte até o laboratório. 
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No laboratório os testículos foram removidos de dentro do escroto, aspergidos 

com álcool 70%, e então a túnica vaginal foi retirada (Figura 2.2). 

 

 

 

Figura 2.2 – Remoção do testículo de dentro da bolsa escrotal e túnica vaginal. 

 

Para se ter acesso aos espermatozóides da cabeça e cauda do epidídimo, após a 

localização dessas porções foram feitos vários cortes com bisturi e a região foi pressionada 

manualmente para que os espermatozóides fossem liberados. Estes foram coletados com 

auxílio de espátula e depositados em tubos contendo 1 ml de solução salina em tampão 

fosfato (PBS) (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 – A e B: coleta de espermatozóides da cabeça do epidídimo. C e D: coleta de 

espermatozóides da cauda do epidídimo. 

 

Após a coleta, a solução contendo os espermatozóides do epidídimo foi 

depositada em gradiente de Percoll 70-40%, contendo 2 ml de cada fração e centrifugada a 

700 x g por 30 minutos para a eliminação de possíveis células contaminantes (Lalancette et 

al., 2008). O pellet foi retirado e lavado com meio LAV, constituído de meio TCM 199 com 

sais de Hank´s (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB- 

Invitrogen) durante 3 minutos a 200 x g. O sobrenadante foi retirado e o pellet transferido 

para um tudo de 1,5 ml, onde foi centrifugado rapidamente (spin) e o sobrenadante foi 

retirado. O pellet conservado a -80°C até o momento da extração de DNA. 

Para a obtenção dos espermatócitos e espermátides alongadas, utilizou-se a 

metodologia modificada de Martins (2001). O testículo foi cortado com auxílio de um bisturi 

para a exposição do parênquima testicular e, então vários fragmentos foram retirados com 

auxílio de pinça e tesoura (Figura 2.4). 

A B 

D C 
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Figura 2.4 – Parênquima testicular exposto para retirada de fragmentos. 

 

Os fragmentos foram colocados em um tubo com 25 ml de solução salina em 

tampão fosfato (PBS) acrescido de 6 mM de piruvato de sódio (Sigma). Em seguida, os 

fragmentos foram colocados em uma placa de petri contendo 10 ml de meio LAV e 

macerados com tesoura e pinça para a liberação das células espermáticas A suspensão celular 

foi filtrada em malha de 80 µm, colocada em um tubo de 15 ml e centrifugada a 200 x g por 1 

minuto (Martins, 2001) (Figura 2.5). 

 

          

Figura 2.5 – Maceração dos fragmentos de parênquima testicular e filtragem em malha de 80 

µm. 

 

O sobrenadante foi desprezado e o pellet depositado em um gradiente de 

Percoll 30-20%, sendo em seguida centrifugado por 30 minutos a 700 x g. Após a 

centrifugação, dois anéis foram formados (Figura 2.6), sendo que o inferior continha as 

células de interesse (espermatócitos e espermátides alongadas). 
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Figura 2.6 – Gradiente de percoll 30-20% com suspensão celular após a centrifugação. 

 

O anel inferior foi retirado com auxílio de pipeta, depositado em 2 ml de meio 

LAV e centrifugado por 1 minuto a 200 x g. O sobrenadante foi retirado e 10µl do pellet 

foram diluídos em 1 ml de meio PBS acrescido de 0,6% de Albumina sérica bovina (BSA - 

Sigma). Para procura e seleção das células, a suspensão celular foi adicionada em uma gota de 

PBS na placa, e com auxilio de um micromanipulador as células eram transferidas para gotas 

menores de acordo com sua classificação. A Figura 2.7 mostra o esquema da placa utilizada 

para a busca e coleta dos espermatócitos e espermátides alongadas. Foram feitas três gotas de 

160µl de PBS com BSA onde foram adicionados 5µl da suspensão celular. Foram feitas 

ainda, duas gotas menores, de 20µl, para colocar as células selecionadas. Além disso, uma 

gota de PVP (polyvinylpyrrolidona – Sigma) a 10%, para que a pipeta fosse lavada ao longo 

da coleta, evitando que as células aderissem em sua parede também foi adicionada a placa. As 

gotas foram cobertas com óleo mineral e a coleta das células foi feita em microscópio 

invertido (Nikon) e micromanipulador (Nikon Narishige MM188). 



47 
 

 

Figura 2.7 – Representação da placa de petri preparada para a coleta de espermatócitos e 

espermátides alongadas. 

 

A seleção das células foi feita de acordo com a sua morfologia e tamanho 

(Martins, 2001), onde os espermatócitos apresentavam formato redondo e diâmetro de 20-

30µm, enquanto as espermátides alongadas apresentavam uma protuberância (Figura 2.8). As 

células foram medidas através do programa Motic Images Plus 2.0 (Motic China Group CO. 

Ltda, Xiamen, China). 

As células após serem identificadas na suspensão eram coletadas uma a uma, e 

transferidas para suas respectivas gotas, e por fim, transferidas para tubos de 0,2 ml e 

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

 

 

Figura 2.8 – A: Espermatócitos. B: Espermátides alongadas. 
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Para os espermatozóides da cabeça e da cauda do epidídimo foram feitas três 

réplicas de cada grupo, sendo que cada uma foi composta por amostras de 4 animais. As 

amostras foram descongeladas em gelo e então os pools foram formados, sendo que cada um 

continha 50µl de amostra de cada animal. Para os espermatócitos e espermátides alongadas 

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

 

 

4.2. Extração do DNA dos espermatozóides da cabeça e cauda do 

epidídimo 

 

 

Após a formação dos pools as amostras foram lavadas duas vezes com PBS, 

por centrifugação a 18.320 x g por 30 segundos. O sobrenadante foi retirado, o pellet 

ressuspendido com 600µl solução de lise de espermatozóide (50 mM de Tris, 5 mM de 

EDTA, 100 mM de NaCl, 2% de SDS, 0,3% de β-mercaptoetanol, 0,5 mg/ml de proteinase K) 

e incubado a 55°C overnight. Após a incubação, adicionou-se 600µl de solução de lise 

nuclear (50 mM de Tris com pH 7,8, 25 mM de EDTA, 400 mM de NaCl e 1% de SDS) e a 

homogeneização foi feita por inversão do tubo. Após este procedimento, a amostra foi 

incubada em banho maria a 60°C por uma hora. Em seguida, adicionou-se 200µl de NaCl 6M, 

e a homogeneização foi feita no vórtex por 30 segundos. Então a amostra foi incubada no gelo 

por 5 minutos e centrifugada a 1.600 x g por 6 minutos. O sobrenadante foi retirado e 

transferido para um novo tubo, onde se adicionou 600µl de isopropanol gelado 

homogeneizando por inversão. A amostra foi incubada a -20°C por 4,5 horas e centrifugada a 

1.600 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1.200 µl de 

etanol a 70%, centrifugando novamente a 1.600 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi 

retirado e o pellet foi mantido em temperatura ambiente por 10 minutos para secar e, então 

ressuspendido em água bidestilada. Ao final, analisou-se a quantidade e qualidade do DNA 

extraído em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo e por espectrofotômetro 

NanoDrop (Thermo Scientific). 
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4.3. Extração de DNA dos espermatócitos e espermátides alongadas 

 

 

Os espermatócitos e espermátides alongadas foram apenas lisados através de 

choque térmico, ficando 1 minuto a 95°C e em seguida imersos em nitrogênio líquido. Este 

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

 

 

4.4. Tratamento com bissulfito de sódio 

 

 

Para o tratamento do DNA com Bissulfito de sódio utilizou-se 350 ng de DNA 

genômico (no caso dos espermatozóides do epidídimo) ou o total de DNA das células lisadas 

(espermatócitos e espermátides alongadas) no Kit EZ DNA Methylation (Zymo Research), de 

acordo com as recomendações do fabricante. O tratamento com bissulfito de sódio converte as 

citosinas não metiladas em uracilas enquanto as citosinas metiladas são mantidas. As 

amostras tratadas foram mantidas a -80°C até que fossem utilizadas para a amplificação 

através da PCR 

 

 

4.5. Amplificação por PCR e purificação 

 

 

O DNA tratado com bissulfito de sódio foi utilizado em reações de PCR 

nested. Os iniciadores utilizados e as condições das reações estão apresentados na tabela 2.1. 
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Tabela 2.1 – Descrição dos iniciadores utilizados nas reações de PCR para DNA tratado com 

bissulfito de sódio. 

Gene Sequência (5’-3’) 
Acesso 

Genbank 

Localização 
dos 

iniciadores 

Ilha 
CpG 

Tamanho 
do 

amplicon 

Xist 
externo* 

F: GGGTGTTTTTGTTTTAGTGTGTAGTA 
AJ421481.1 

1127-1252 
Éxon 1 482 pb 

R: CTTTAATACCACCCACTAAAATTAATAC 1581-1608 

Xist 
interno* 

F: TTGTTATATAGTAAAAGATGGT 
AJ421481.1 

1169-1190 
Éxon 1 405 pb 

R: ACCAATCCTAACTAACTAAATA 1552-1573 

*Liu et al. (2008.) 

 

Para a primeira amplificação do gene XIST, utilizou-se solução tampão 1X, 1,5 

mM de MgCl2, 100 µM de cada dNTP, 0,5 µM de cada primer (externo), 1,0U da enzima Taq 

Polimerase Platinum (Invitrogen) e 3 µL de DNA genômico tratado com bissulfito de sódio, 

sendo o volume final de 20 µL. Na reação foi utilizada uma desnaturação inicial de 94°C por 

7 minutos, seguidos de 40 ciclos com 94°C por 45 segundos, 47°C por 1 minuto e 30 

segundos, 72°C por 1 minuto e extensão final de 72°C por 15 minutos. A segunda reação foi 

realizada utilizando 0,5µL de produto amplificado na primeira reação e as mesmas 

concentrações de reagentes da primeira, também com o volume final de 20 µL. A reação teve 

uma desnaturação inicial de 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 40 

segundos, 42°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, e extensão final de 72°C por 15 

minutos. 

O volume total das reações foi aplicado em gel de agarose 2% corado com 

brometo de etídeo (10 mg/mL) e as bandas foram recortadas e purificadas com o kit Wizard® 

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

 

4.6. Clonagem dos produtos da PCR e sequenciamento 

 

 

Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotômetro NanoDrop 

(Thermo Scientific) e inseridos no vetor TOPO TA (Invitrogen) de acordo com as instruções 

do fabricante. A transformação foi realizada em células DH-5α através de choque térmico. O 

produto foi semeado em placas com meio LB Ágar contendo 200µg/mL de ampicilina, 40µL 

de X-Gal (Sigma) a 20mg/mL e 4µL de IPTG (Sigma) a 100 mM. As placas foram incubadas 
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em estufa a 37°C por 16 horas. Após o período de incubação, as placas foram mantidas a 4°C 

por 2 horas. Somente as colônias brancas foram selecionadas e transferidas para crescimento 

em meio LB líquido com 100 µg/mL de ampicilina e mantidas sob agitação a 250 rpm, 37°C 

por 16 horas. O conteúdo dos tubos que apresentaram turbidez foi dividido em dois tubos de 

1,5mL. A extração do DNA do vetor foi feita com o kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen), 

segundo as instruções do fabricante. A presença do fragmento no vetor foi confirmada através 

de PCR. Foram utilizados 400ng de DNA do plasmídeo, tampão 1X, 1,0mM de MgCl2, 

100µM de cada dNTP, 0,5µM de iniciadores universais T7 e SP6 e 1,5U da enzima Taq 

Polimerase (Invitrogen). A desnaturação inicial foi feita a 94°C por 4 minutos, seguida de 35 

ciclos com 94°C por 20 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos e extensão 

final de 72°C por 10 minutos. As amostras diluídas a 100 ng/µL contendo o fragmento 

inserido foram encaminhadas para sequenciamento na empresa Macrogen (Coréia do Sul), 

utilizando o sequenciador 3730XL (Applied Biosystems). 

As sequências foram analisadas utilizando o BiQ Analyser software (Bock et 

al., 2005). As citosinas não precedidas de guaninas foram avaliadas quanto à taxa de 

conversão e, apenas as sequências que apresentaram uma eficiência de conversão pelo 

bissulfito ≥95% foram consideradas. Logo após, essas sequências foram analisadas para o 

padrão de metilação das CpGs. 

 

 

4.7. Análise estatística 

 

 

Para a análise quantitativa da taxa de metilação entre os tratamentos, foram 

utilizados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, sendo que as análises foram feitas 

com o programa Prophet, versão 5.0 (BBN Systems and Technologies, 1996). Os resultados 

foram apresentados como média±erro padrão. O padrão de metilação, nos 17 sítios CpG para 

o gene XIST, também foi comparado quanto à quantidade de clones hipermetilados de acordo 

com metodologia de Imamura e colaboradores (2005), onde as sequências que apresentam 

50% ou mais de metilação são consideradas hipermatiladas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 5.1 RESULTADOS 

 

 

Coleta das células 

Foram coletados 1880 espermatócitos de 20 animais, 1847 espermátides 

alongadas de 23 animais, que foram divididos em 6 réplicas; e espermatozóides de cabeça e 

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

 

PCR e Clonagem 

Após a realização dos PCR nested, foi possível detectar a presença dos 

fragmentos de interesse (405pb, Figura 2.9), que em seguida foram purificados e utilizados 

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

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

 

 Foram gerados 660 clones, dentre os quais 518 tiveram a presença do 

fragmento inserido, confirmada através da PCR com os iniciadores universais SP6 e T7 

(Figura 2.10). 

 

 

Figura 2.10: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídeo. Os 

fragmentos de 605 pb confirmam a clonagem. A banda circulada em azul possui um tamanho 

menor, mostrando que a clonagem não aconteceu. 
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Metilação do DNA 

Para a avaliação do padrão de metilação do DNA foram sequenciadas 518 

amostras. Estas foram comparadas com a sequência do gene XIST, depositada no GenBank 

(AJ421481.1), e tiveram a taxa de conversão, homologia e análise do padrão de metilação 

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

uma sequência. 

 

 

Figura 2.11: Análise comparativa feita pelo software BiQ Analyser da sequência do gene 

XIST depositada no GenBank e uma sequência gerada no experimento. As sequências somente 

em alaranjado indicam sítios CpGs em que as citosinas estavam metiladas e por isso, não 

foram substituídas por timinas; as sequências em alaranjado e roxo, representam os sítios 

CpGs não metilados, e portanto a citosina foi substituída por uma timina. A figura mostra os 

17 sítios CpGs presentes na região genômica avaliada. 
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Ao analisar as taxas de conversão e de homologia, 39 sequências foram 

selecionadas, apresentando conversão ≥95% e homologia com a sequência referência ≥97% 

(Tabelas 2.2 e 2.3). 

 

Tabela 2.2: Número de clones utilizados para a análise de metilação de espermatócitos e 

espermátides alongadas, por réplica. 

 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Réplica 5 Réplica 6 Total 

Espermatócitos - 2 3 - 1 - 6 

Espermátides 

alongadas 
- 2 - - 1 - 3 

 

 

Tabela 2.3: Número de clones utilizados para a análise de metilação de espermatozóides da 

cabeça e da cauda do epidídimo, por réplica. 

 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Total 

Cabeça de 
epidídimo 

12 6 6 24 

Cauda de 
epidídimo 

2 4 - 6 

 

 Foi possível a detecção de 21 alelos diferentes, baseando-se no padrão de 

metilação. De acordo com a metodologia de Imamura (2005), o grupo dos espermatócitos e 

espermátides alongadas apresentaram 16,66% (1/6) e 0% (0/3) de sequências hipermetiladas, 

respectivamente. Enquanto os grupos de cabeça e cauda de epidídimo apresentaram 79,16% 

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

Os círculos brancos representam citosinas não metiladas, os pretos, citosinas metiladas, e os 

cinzas, onde não foi possível a identificação. A: espermatócitos (16,66% de sequências 

hipermetiladas), B: espermátides alongadas (0% de sequências hipermetiladas), C: 

espermatozóides da cabeça do epidídimo (79,16% de sequências hipermetiladas), D: 

espermatozóides da cauda do epidídimo (50% de sequências hipermetiladas). 
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O grupo dos espermatócitos, espermátides alongadas, cauda e cabeça de 

epidídimo apresentaram 15,70%±14,54, 1,96%±1,96, 74,09%±6,78 e 45,09%±20,19 de 

metilação, respectivamente, sendo que o grupo cabeça de epidídimo foi diferente dos grupos 

espermatócitos e espermátides alongadas (P=0,0035, P=0,00752 respectivamente) (Figura 

2.13). 

 

 

Figura 2.13: Porcentagem de metilação (média±erro padrão) entre os grupos espermatócitos 

(15,7%±14,54), espermátides alongadas (1,96%±1,96), espermatozoides de cabeça de 

(74,09%±6,78) e espermatozóides da cauda do epidídimo (45,09%±20,19). O grupo da cabeça 

de epidídimo apresentou maior metilação do que o grupo espermatócitos (P= 0,00335) e o de 

espermátides alongadas (P=0,00752). 
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Quando dois grupos, formados por espermatócitos e epermátides alongadas, e 

cabeça e cauda de epidídimo foram analisados, houve diferença entre eles na porcentagem de 

metilação (P=0,00103) (Figura 2.15). 

 

 

Figura 2.14: Porcentagem de metilação (média±erro padrão) entre os grupos 

espermatócitos/espermátides alongadas (11,11±9,67) e espermatozóides de cabeça/cauda de 

epidídimo (68,29±6,92). a,b P=0,00103. 

 

 

 5.2 DISCUSSÃO 

 

 

Com o avanço do conhecimento na área da epigenética, várias evidências têm 

surgido de que o uso das tecnologias de reprodução assistida e outros fatores ambientais 

alteram padrões epigenéticos, induzindo ao desenvolvimento de doenças e alterações na 

fertilidade dos indivíduos. Portanto, existe uma grande preocupação em identificar quais são 

estes fatores e como eles provocam essas modificações. Entretanto, para que se possa avaliar 

as alterações e buscar alternativas para evitá-las é essencial que se conheça qual é o padrão 

epigenético fisiológico e como e quando ele é estabelecido. Sendo assim, neste trabalho, 

visando determinar se o padrão de metilação já está estabelecido em machos bovinos antes do 

início da espermatogênese, foi avaliado o padrão de metilação no éxon 1 do gene XIST. Para 

isto, foram utilizadas diferentes células da linhagem espermática, células que ainda estão em 



59 
 

formação (espermatócitos e espermátides alongadas) e espermatozóides (espermatozóides da 

cabeça e da cauda do epidídimo). Foi observado um aumento no nível de metilação entre as 

células em formação e os espermatozóides, demonstrando que a reprogramação ainda está 

ocorrendo durante a espermatogênese bovina (Figuras 2.14). 

Com relação à obtenção das células da linhagem espermática, diferentemente de 

camundongos, em bovinos não há uma relação da idade do animal com os diferentes tipos 

celulares presentes nos testículos. Em camundongos, é possível separar as populações de 

células espermáticas em várias categorias, como espermatogônia A, espermatócitos no início 

do paquíteno, espermatócitos no paquíteno, espermátides redondas e alongadas. Sendo para 

isso necessária a coleta de testículos de vários animais, em vários dias diferentes após o 

nascimento (Oakes et al., 2007; Bellvé et al., 1977). Essa possibilidade de obter populações de 

células da espermatogênese em seus vários estágios, de acordo com a idade do animal, é a 

situação ideal para esse tipo de estudo. No entanto, isso não acontece nos bovinos, sendo 

necessário que se faça a identificação e descrição morfológica das células quando dissociadas 

do tecido testicular, para poder separá-las. Sendo assim, o procedimento descrito por Martins 

(2001) foi o utilizado no presente estudo e, para que houvesse segurança na obtenção do 

material biológico que foi coletado, as células utilizadas foram espermatócitos, espermátides 

alongadas, espermatozóides de cabeça e cauda do epidídimo. Assim, foi possível garantir que 

houvesse pelo menos quatro categorias diferentes de células da linhagem espermática que 

estão em diferentes momentos da espermatogênese. É importante ressaltar que a metodologia 

utilizada assegura não haver contaminação com células somáticas, o que poderia ser 

prejudicial à interpretação dos resultados. As células foram coletadas uma a uma com o 

auxílio de micromanipulador acoplado a um microscópio invertido, semelhante ao realizado 

por Marques e colaboradores (2011), e Sá e colaboradores (2008). No entanto, estes dois 

grupos separaram as células em mais categorias, utilizando apenas a morfologia como 

critério.  

Apesar da dificuldade na coleta uma quantidade considerável de células 

provenientes de várias réplicas foram utilizadas, mas poucas sequências aproveitáveis foram 

obtidas ao final do processo. Esse baixo rendimento foi ocasionado, em grande parte, devido à 

baixa taxa de conversão do bissulfito. Uma possível causa poderia ser de que o protocolo 

utilizado não fosse o ideal para os tipos celulares estudados, embora várias modificações 

tenham sido testadas, buscando uma condição mais favorável para que a conversão 

acontecesse. Entretanto, esse parece não ser o caso, pois a mesma metodologia já havia sido 

usada com sucesso para a análise da metilação de DNA de espermatozóides no laboratório 
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(Carvalho et al., 2012). Outro fato, observado durante o experimento foi que as espermátides 

alongadas, que apresentaram o menor número de sequências utilizadas, também eram as que 

tinham a menor taxa de ligação do produto de PCR no vetor, apresentando sempre uma baixa 

quantidade de colônias brancas após a clonagem em bactéria. Apesar de não haver relatos na 

literatura, não se pode descartar a possibilidade de que a baixa conversão possa ser devido a 

características específicas dessas células. Embora haja a necessidade de avaliar mais 

sequências para a confirmação dos resultados, os dados já obtidos indicam um claro aumento 

no nível de metilação durante a espermatogênese.  

Existem dois grandes ciclos de reprogramação epigenética. Um acontece no 

zigoto, onde os genomas materno e paterno começam a ser desprogramados, e em seguida, 

programados novamente (Oswald et al., 2000; Wossidlo et al., 2010), permitindo assim a 

formação de células totipotentes (Surani et al., 2007), que darão origem a todos os tecidos de 

um novo indivíduo. O outro ciclo de reprogramação acontece nas células germinativas 

primordiais, onde inclusive as marcas de imprinted parentais são apagadas e substituídas por 

outras, próprias do sexo do indivíduo em formação (Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005). 

Estas células germinativas primordiais darão origem aos gametas, que serão base para a 

formação de uma nova geração. São originadas no endoderma e se deslocam até as cristas 

germinativas. Durante e após a migração inicia-se o ciclo de reprogramação epigenética, onde 

as marcas de genes imprinted e não imprinted são retiradas, até que se atinja um nível basal de 

metilação do DNA (Saitou et al., 2002; Sasaki & Matsui, 2008; Seki et al., 2005; Popp et al., 

2010). Este é um momento de extrema importância, pois a partir dele estas células começam a 

adquirir um novo padrão epigenético, diferente do padrão parental, permitindo que se 

transformem em espermatogônias e ovogônias dependendo do sexo do embrião (Hajkova, 

2011). Este evento está bem caracterizado para camundongos e sabe-se que em fetos machos, 

a desmetilação global se inicia no 7,25 dias pós-coito (dpc) e se completa no 13,50 dpc (Lees-

Murdock & Walsh, 2008). As marcas dos genes imprinted começam a ser apagadas entre 10,5 

e 12,50 dpc (Hajkova et al., 2002) e estão restabelecidas por volta do15,50 dpc (Reik et al., 

2001; Li et al., 2004; Kota & Feil, 2010; Faulk & Dolinoy, 2011). Portanto, para esses 

autores, a reprogramação já estaria pronta antes do nascimento em fetos machos, sendo que as 

espermatogônias já teriam o padrão de metilação estabelecido. Entretanto, outros estudos tem 

sugerido que isso pode não acontecer e, que a reprogramação ainda não esta pronta nas 

espermatôgonias (Oakes et al., 2007; Marques et al., 2011). Este dado é relevante, pois se a 

reprogramação ainda precisa ser completada durante a espermatogênese, as células 
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germinativas estariam muito mais susceptíveis a alterações devido a fatores externos e/ou a 

manipulações. 

Em vista destas informações, decidiu-se então verificar se a reprogramação 

epigenética realmente estava pronta em bovinos adultos. Foi observada uma alteração no 

padrão de metilação do gene estudado entre as diferentes células (Figuras 2.13, 2.14). O 

aumento no padrão de metilação se tornou mais evidente quando se comparou os grupos de 

células em formação e espermatozóides (Figura 2.14). Oakes e colaboradores (2007) afirmam 

que, em camundongos, a metilação genômica de sequências imprinted começa a ser adquirida 

ainda nos gonócitos, antes do nascimento, e continua após o nascimento nas células mitóticas 

e meióticas, se completando ao final do paquíteno. Afirmam ainda que, no período de 

transição de espermatogônia para espermatócito, pode haver perda ou ganho de metilação, 

dependendo da região específica do DNA, e concluem que, mesmo que a maior parte da 

aquisição de metilação ocorra nos gonócitos de camundongos machos ainda antes do 

nascimento, padrões de metilação continuam a ser alterados durante a espermatogênese em 

sequências específicas. Marques e colaboradores (2011) afirmam que, embora as marcas de 

genes imprinted de humanos já estejam estabelecidas em espermatogônias, e essas sejam 

mantidas nos estágios seguintes da espermatogênese, algumas regiões específicas, como de 

genes imprinted, ainda estariam sendo metiladas. Foi detectada a presença de RNAs e as 

próprias enzimas de metilação de DNA, DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em 

espermatogônias A, espermatócitos primários, espermatócitos secundários, espermátides 

redondas e espermátides alongadas (Marques et al., 2011). Sendo assim, Marques e 

colaboradores concluíram que a presença dessas enzimas durante os vários estágios da 

espermatogênese sugere que eventos de remetilação podem estar acontecendo durante a 

recombinação meiótica, assim como em espermátides que já estão iniciando a troca de 

histonas por protaminas. 

Os resultados do presente estudo, portanto, corroboram com os de Oakes e 

colaboradores (2007) e Marques e colaboradores (2011), pois mostram haver uma alteração 

no padrão de metilação entre as diferentes células. Apesar das diferenças entre os estudos, 

todos confirmam que durante a espermatogênese existe sim um aumento do nível de 

metilação e, que a reprogramação epigenética ainda não está estabelecida ao nascimento. 

Posto isso, se a reprogramação efetivamente se completar apenas nas fases 

mais tardias da espermatogênese, significa que esse processo de retirar e adicionar 

informações que controlam a expressão de genes está constantemente sujeito a alterações após 

o início da espermatogênese, na puberdade. É muito importante que esses processos ocorram 
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de maneira correta para que haja um desenvolvimento normal (Lin et al., 2008; Shen et al., 

2012). Sabe-se que interferências ambientais como nutrição, comportamento, estresse e 

exposição a substâncias tóxicas podem alterar o epigenoma de um indivíduo, sendo, por 

exemplo, causa de alguns tipos de câncer (Weidman et al., 2007). Durante esses períodos de 

reprogramação, a exposição a esses fatores pode ter efeitos ainda maiores. Acreditava-se que 

anormalidades epigenéticas não fossem transmitidas às gerações seguintes, já que nos 

momentos de reprogramação estes “erros” poderiam ser corrigidos. No entanto, Anway e 

colaboradores (2005) ao exporem ratas prenhes a um fungicida verificaram que alterações no 

padrão de metilação se mantiveram por pelo menos 3 gerações. Adicionalmente, Stouder e 

colaboradores (2009) verificaram que a superovulação de camundongos fêmea afetou o estado 

epigenético dos espermatozóides da geração seguinte. Ademais, Dolinoy e colaboradores 

(2007) demonstraram que a exposição materna ao bisfenol A diminuiu a metilação em CpGs 

da prole, além disso Dolinoy e colaboradores (2006) também verificaram que a dieta materna 

(enquanto prenha) rica em ginesteína (flavonóide abundante na soja) afeta a expressão gênica 

e altera a susceptibilidade a obesidade alterando permanentemente o epigenoma da prole. 

Sendo assim, além dos dois momentos na vida fetal mencionados acima, os genes que 

estabelecem seus padrões de metilação tardiamente também podem ser alterados por fatores 

externos, durante a vida adulta. Rajender e colaboradores (2011) comentam a importância do 

estabelecimento correto do imprinting genômico para a fertilidade em humanos, já que 

anormalidades epigenéticas são verificadas em homens inférteis. Padrões alterados de 

metilação foram encontrados em indivíduos com oligospermia (Kobayashi et al., 2007), com 

espermatozóides com baixa motilidade (Poplinski et al., 2010), azoospermia (Marques et al., 

2004 e 2010), teratozoospermia e oligoastenoteratozoospermia (Boissonnas et al., 2010). Os 

resultados do presente estudo mostraram que o XIST é um gene que estabelece seu padrão de 

metilação após a puberdade, durante a espermatogênese na espécie bovina. Portanto, o seu 

padrão de metilação pode vir a servir como um marcador da reprogramação, mostrando as 

possíveis interferências ambientais que possam acontecer, afetando a fertilidade dos animais. 

O gene XIST foi selecionado para ser avaliado nesse estudo por possuir grande 

importância no desenvolvimento embrionário inicial, sendo um elemento indispensável para 

que se dê o início do processo de inativação do cromossomo X. Embora no presente trabalho 

não se tenha analisado espermatozóides de ejaculado, pode-se considerar que não haja 

modificações no nível de metilação durante o trânsito dos espermatozóides pelo epidídimo até 

a ejaculação. Desta forma, os resultados encontrados diferiram dos resultados de Liu e 

colaboradores (2008), que analisando a mesma região do gene XIST, encontraram apenas 
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sequências completamente desmetiladas em espermatozóides de bovino. É possível que a 

diferença dos resultados se deva ao fato de Liu e colaboradores terem analisado 

espermatozóides de apenas um animal, enquanto neste trabalho foram utilizados 12 animais 

para espermatozóides do epidídimo, diminuindo a variação individual. Por outro lado, nossos 

resultados estão de acordo com McDonald e colaboradores (1998). Estes autores encontraram 

um padrão de metilação para o gene XIST em gametas de camundongos condizente com um 

padrão imprinted, com espermatozóides hipermetilados, e ovócitos hipometilados. Para 

bovinos, esta caracterização ainda não foi realizada. Portanto, se realmente não houver 

mudanças quanto ao padrão de metilação de espermatozóides do epidídimo para 

espermatozóides de ejaculado, e em ovócitos for encontrado um padrão hipometilado, será 

possível dizer que este é um gene imprinted em bovinos. No entanto, se o padrão for 

encontrado hipermetilado em ovócitos, o gene XIST em bovinos, assim como em humanos e 

coelhos, não terá um padrão imprinted (Okamoto et al., 2011). 

Neste trabalho foi constatado ainda que há um aumento na metilação no éxon 1 

do gene XIST durante a espermatogênese de bovinos. No entanto, para alguns grupos, foram 

analisadas poucas sequências, por isso, faz-se necessária a análise de um número maior de 

sequências. Ficou evidente, entretanto, que ocorre um aumento no nível de metilação, ou seja, 

o gene ainda está sendo reprogramado e, portanto o padrão não está completo antes do 

nascimento, sendo completamente adquirido durante a espermatogênese. Sendo assim, a 

reprogramação deste gene acontece de forma contínua após a puberdade do macho e pode 

estar sujeita a alterações por fatores externos atuando durante esse período, que podem vir a 

afetar o padrão final e com isso causar problemas na fertilidade, como já relatado em 

humanos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se concluir que o ciclo de 

reprogramação epigenética da gametogênese em machos bovinos ainda está ocorrendo 

durante a formação do espermatozóide. 
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