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RESUMO 

 
VERRUMA, C. G. Domínios ICRs 1 e 2 de bovinos no período pré-implantação: expressão, 
perfil da metilação do DNA e suas associações com a reprogramação epigenética. 2022. 
142p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2022. 
 
Durante o início do desenvolvimento embrionário, alguns momentos são fundamentais para o 
sucesso da gestação, como a reprogramação epigenética que ocorre ainda em período pré-
implantacional e a correta regulação das regiões controladoras de imprinting (ICRs). Humanos 
e bovinos possuem duas ICRs denominadas H19DMR e KvDMR1 localizadas no cromossomo 
autossomo 11 e 29, respectivamente, que possuem alta similaridade e, alterações epigenéticas 
nestas regiões podem levar ao desenvolvimento de fenótipos e síndromes semelhantes em 
ambas as espécies. Portanto, é de suma importância entender a regulação dos genes controlados 
por essas ICRs, assim como o perfil de metilação do DNA. Uma ferramenta útil para avaliar 
esses processos é a produção in vitro de embriões. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 
metilação da H19DMR e KvDMR1, e a expressão dos genes controlados por imprinting 
controlados por elas, assim como a expressão de genes relacionados ao controle da metilação, 
desmetilação do DNA e diferenciação celular durante a maturação oocitária e desenvolvimento 
embrionário inicial. Para tanto, foram coletados oócitos em estadio de vesícula germinativa 
(VG) antes e metáfase II (MII) após maturação in vitro. Embriões bovinos foram produzidos in 
vitro e diferentes estadios de desenvolvimento foram coletados, dentre eles zigoto, embrião 4-
células, 8-células, mórula e blastocistos expandidos (Bx). A expressão dos genes localizados 
na ICR1 (H19 e IGF2) e na ICR2 (CDKN1C, KCNQ1, KCNQ1OT1 e PHLDA2), assim como 
dos genes envolvidos na metilação (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b), desmetilação do DNA 
(TET1, TET2 e TET3) e pluripotência (OCT4 e NANOG) foram avaliadas utilizando RT-qPCR, 
enquanto a metilação da H19DMR e da KvDMR1 foi avaliada por sequenciamento de nova 
geração após conversão com bissulfito de sódio. A análise estatística do padrão de expressão 
gênica foi realizada utilizando teste ANOVA e post-hock Tukey. Como esperado, a expressão 
dos genes localizados na H19DMR e KvDMR1 variaram durante a maturação oocitária e início 
do desenvolvimento embrionário. Os genes da família DNMTs e TETs também apresentaram 
variações na expressão nos estadios avaliados, além de apresentarem um padrão de expressão 
que está de acordo com a reprogramação epigenética que ocorre no início do desenvolvimento 
embrionário. Os genes relacionados à pluripotência, OCT4 e NANOG, apresentaram maior 
expressão em mórula, ou seja, no início da diferenciação celular nas duas primeiras linhagens 
celulares do embrião, a massa celular interna e trofectoderma. Além disso, NANOG não foi 
detectado em oócitos e em zigoto. A análise da H19DMR mostrou manutenção de 
hipermetilação em todos os estadios avaliados, com exceção de 8-células e mórula que estavam 
parcialmente metilados. Por outro lado, a KvDMR1 se manteve hipermetilada durante a 
maturação oocitária e desenvolvimento embrionário, com exceção do estadio de Bx que estava 
parcialmente metilado. Os resultados obtidos mostram que existe uma ampla variação na 
regulação dos genes controlados pelas ICRs. Por fim, os achados deste trabalho contribuem 
para o enriquecimento do conhecimento acerca da maturação oocitária e desenvolvimento pré-
implantacional em bovinos. 
 
 
Palavras-chave: Produção in vitro de embriões; Reprogramação epigenética; Imprinting 
genômico; ICRs; Desenvolvimento embrionário; Modelos animais. 
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ABSTRACT 
 

VERRUMA, C. G. Bovine ICRs 1 and 2 domains on preimplantation period: expression, 
DNA methylation profile and its associations with epigenetic reprogramming. 2022. 142p. 
Thesis (PhD) – Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, São Paulo, 2022. 
 
During early embryo development, several moments are fundamental to the pregnancy success, 
as the epigenetic reprogramming that occurs during preimplantation development and the 
correct regulation of imprinting control regions (ICRs). Human and cattle have two ICRs 
denominated H19DMR and KvDMR1 on chromosome 11 and 29 respectively, that present high 
level of similarities and, epigenetics alterations in these regions leads to similar phenotypes on 
both species. Therefore, understand the regulation of genes controlled by these ICRs and its 
DNA methylation profile is of major importance. To study these moments, in vitro production 
(IVP) of embryos is a useful tool. In this study, we aimed to evaluate the H19DMR and 
KvDRM1 methylation and the expression of the imprinted genes controlled by them, as the 
expression of genes related to the control of DNA methylation and demethylation and cell 
differentiation on bovine oocytes and during early embryo development. During IVP, oocytes 
were collected before (germinal vesicle, or GV) and after (metaphase II, or MII) in vitro 
maturation and embryos were collected in five different stages during in vitro culture: single-
cell, 4-cells, 8-cells, morula, and expanded blastocysts. The expression pattern was analyzed 
by qPCR on three different groups: imprinted genes (IGF2, H19, CDKN1C, KCNQ1 
KCNQ1OT1 and PHLDA2), DNA methylation and demethylation genes (DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b, TET1, TET2 and TET3) and pluripotency genes (OCT4 and NANOG). The H19DMR 
and KvDMR1 methylation were evaluated by next generation sequence after bisulfite DNA 
conversion. Statistical analysis was realized using ANOVA followed by Tukey post-hoc test, 
considering a level of significance of 5%. As expected, the expression of the genes located on 
H19DMR and KvDMR1 changed during oocyte maturation and early embryo development. 
The DNMTs and TETs genes also presented alterations in their expression, in accordance with 
epigenetic reprogramming that occurs in early embryo development. The pluripotency genes, 
OCT4 and NANOG, presented the higher expression level on morula stage, in accordance with 
the beginning of cell differentiation into inner cell mass and trophectoderm. The H19DMR 
analysis shown a hypermethylation maintenance in all evaluated stages, with exception of 8-
cell and morula that were partially methylated. On the other hand, the KvDMR1 was 
hypermethylated during oocyte maturation and embryo development, with exception of 
blastocyst that was partially methylated. The results found in our study shown several 
alterations on expression pattern of genes controlled by ICRs 1 and 2. Finally, the data found 
in our study contributes to the knowledge enrichment concerning bovine oocyte maturations 
and embryo preimplantation development. 
 
 
Keywords: In vitro production of embryos; Epigenetic reprogramming; Genomic imprinting; 
ICRs; Embryo development; Animal Model. 
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1. Introdução 

 

As tecnologias de reprodução assistida (TRAs) são utilizadas tanto nas áreas clínicas 

como na pesquisa. Elas auxiliam casais que enfrentam casos de infertilidade, são utilizadas na 

pesquisa de alterações genéticas e epigenéticas em humanos e animais domésticos, além de ser 

uma ferramenta importante para a preservação de espécies (COMIZZOLI; PAULSON; 

MCGINNIS, 2018). Amplamente utilizada em animais domésticos, as TRAs permitiram, em 

bovinos, não somente o tratamento de fêmeas com baixa fertilidade, como também o 

aceleramento do processo de obtenção de embriões e manutenção de animais geneticamente 

superiores (GRUPEN, 2014; SIRARD, 2017). 

Dentre as ferramentas disponíveis nas TRAs, a produção in vitro de embriões (PIVE) é 

uma das mais utilizadas na pesquisa de gametas e embriões (SCANAVEZ; CAMPOS; 

SANTOS, 2013; GRUPEN, 2014). Por meio da manipulação dos gametas feminino e 

masculino, a PIVE matura o oócito e capacita o espermatozoide in vitro, permitindo a junção 

dos gametas e o acompanhamento do desenvolvimento no período pré-implantacional de um 

novo organismo (GONÇALVES et al., 2008). 

Entretanto, enquanto o embrião se desenvolve in vitro, são ativados mecanismos e vias 

que podem determinar o sucesso, ou o fracasso, do desenvolvimento embrionário, como por 

exemplo, a ativação do genoma e a reprogramação epigenética, responsável por estabelecer 

grande parte das marcações epigenéticas do novo organismo (REIK; DEAN; WALTER, 2001; 

MEIRELLES et al., 2004). Tais marcações são estabelecidas por mecanismos epigenéticos, 

como a metilação do DNA e, outros processos complexos como o imprinting genômico, 

considerados essenciais no desenvolvimento e crescimento fetal e placentário de mamíferos, 

assim como no metabolismo e comportamento pós-natal do indivíduo (WILKINS; HAIG, 

2003; FOWDEN et al., 2006; SMITH; GARFIELD; WARD, 2006; YANG et al., 2007; 

O’DOHERTY et al., 2015). 

A síndrome de Beckwith-Wiedemann (SBW), por exemplo, muitas vezes é comparada 

à síndrome do bezerro grande (do inglês, large offspring syndrome, ou LOS) que ocorre com 

frequência em ruminantes provenientes de reprodução assistida (ROBBINS et al., 2012; CHEN 

et al., 2013). Além disso, a semelhança à nível genômico entre humanos e bovinos (73,8%) 

(MILLER et al., 2007), faz com que muitas vezes bovinos sejam escolhidos como modelo 

animal para estudos relacionados aos gametas, início do desenvolvimento, alterações 

epigenéticas e síndromes que envolvem alterações do imprinting genômico. Estas pesquisas são 

muito importantes, uma vez que ainda existem lacunas a serem preenchidas em relação ao 
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desenvolvimento pré-implantacional, as vias, os genes e os mecanismos.  

 

1.1 Tecnologias de Reprodução Assistida (TRAs) 

Os primeiros relatos na literatura sobre a possibilidade de manipular e maturar gametas, 

principalmente oócitos, em laboratório datam da década de 1930, quando Pincus e Enzmann 

(1937) avaliaram vários estágios de maturação e migração de oócitos em cortes histológicos de 

ovários de coelha. Nas décadas seguintes, a utilização de outros modelos animais (e.g., 

camundongo e hamster) permitiram publicação de dados mais robustos que foram a base para 

o avanço da pesquisa nesta área (YANAGIMACHI; CHANG, 1963; WHITTINGHAM, 1968; 

PASSOS, 2004). 

As descobertas feitas com a manipulação de gametas e embriões in vitro em diferentes 

espécies permitiu a criação e desenvolvimento de diversas TRAs. Nos anos seguintes, essas 

tecnologias puderam, não só ser voltadas para áreas como a pesquisa sobre problemas de 

infertilidade de casais e desenvolvimento de doenças, mas também para o melhoramento 

genético de animais de produção, como bovinos, ovinos e suínos (SJUNNESSON, 2020), além 

da criação de bancos genéticos e preservação de gametas e embriões de espécies ameaçadas de 

extinção (CLULOW; CLULOW, 2016; COMIZZOLI; PAULSON; MCGINNIS, 2018). Em 

bovinos, o uso das TRAs teve início na década de 1960 com o estudo da maturação in vitro de 

gametas femininos e, a partir do final da década de 1980, nasceram os primeiros bezerros vivos 

e saudáveis cujos oócitos foram maturados e fertilizados in vitro e os embriões cultivado in 

vitro até o estadio de blastocistos (EDWARDS, 1965a; GOTO et al., 1988; FUKUDA et al., 

1990; SJUNNESSON, 2020). 

Em humanos, a maturação de oócitos in vitro possibilitou observar algumas das diversas 

alterações nucleares e citoplasmáticas que ocorrem, como a condensação da cromatina e a 

extrusão do primeiro corpúsculo polar (1ºCP) (EDWARDS, 1965b). Entretanto, o marco da 

pesquisa em reprodução assistida foi o nascimento de Louise Brown em 1978, conhecida por 

muitos anos como a “bebê de proveta” (STEPTOE; EDWARDS, 1978). Seis anos depois, 

nascia no Brasil a primeira criança concebida por fertilização in vitro. O desenvolvimento da 

técnica que permitiu a gestação e nascimento de um bebê saudável após a transferência de um 

embrião de oito células produzindo in vitro (STEPTOE; EDWARDS, 1978) rendeu, em 2010, 

o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia para Robert Edwards, um dos responsáveis pela 

criação e aperfeiçoamento da técnica. 

Atualmente, o uso das TRAs vai muito além de auxiliar casais com problemas de 

fertilidade, uma vez que é possível o armazenamento de gametas e embriões de pacientes que 
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precisam passar por tratamentos oncológicos por longos períodos sem comprometer sua 

viabilidade (BONETTI et al., 2009; NOYES et al., 2011; DRUCKENMILLER et al., 2016), 

armazenar gametas de mulheres que desejam adiar a maternidade, avaliar o embrião antes da 

transferência em casos de doenças genéticas ou abortos recorrentes (SCIORIO; AIELLO; 

IROLLO, 2021; NAIR et al., 2022; YATSENKO; RAJKOVIC, 2022), permitir o rastreamento 

de genes candidatos, marcadores biológicos e a influência da epigenética no desenvolvimento 

de doenças com alta prevalência na população, como é o caso da síndrome do ovário policístico 

(SOP) (LI; HUANG, 2008; EIRAS et al., 2022). 

Só no Brasil, com o auxílio das TRAs, foram realizados em 2019, antes da pandemia, 

mais de 43 mil ciclos, sendo coletados mais de 410 mil oócitos e transferidos mais de 25 mil 

embriões (a fresco ou após serem criopreservados). Um ciclo completo compreende a coleta 

dos oócitos pós-hiperestimulação da mulher, fertilização do oócito por meio da técnica de 

fertilização in vitro (FIV) ou injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), e cultivo 

in vitro embrionário que pode se estender até o estadio de blastocisto (ANVISA, 2020). É 

importante ressaltar que tanto os gametas como o embrião podem ser criopreservados, 

permitindo a interrupção do ciclo. A diferença entre as técnicas de FIV e ICSI consiste no fato 

de que na FIV o oócito é colocado junto a milhares de espermatozoides e cabe a um deles 

atravessar as barreiras do gameta feminino para que ocorra a fertilização, enquanto na ICSI um 

único espermatozoide é selecionado e depositado, com auxílio de um micromanipulador, no 

interior do citoplasma do oócito. A princípio, a técnica de ICSI era escolhida para casais que 

apresentavam fatores masculinos severos, porém, hoje ela é utilizada na grande maioria das 

clínicas, para casais com ou sem alterações no gameta masculino (EVERS, 2016; SUNDERAM 

et al., 2020). 

Diferente do que ocorre em humanos, o uso de TRAs em animais de produção é 

preferível em relação à concepção natural na grande maioria dos rebanhos, uma vez que permite 

o maior aproveitamento de animais considerados geneticamente superiores (GRUPEN, 2014; 

SIRARD, 2017). Segundo a International Embryo Transfer Society (IETS), em 2020 foram 

produzidos in vitro mais de um milhão de embriões bovinos, sendo o Brasil o segundo maior 

produtor mundial com mais de 350 mil embriões, dado este que não inclui os embriões 

produzidos em laboratórios de pesquisa (VIANA, 2021). 

Tanto para fins de pesquisa como para produção e melhoramento genético, uma das 

TRAs mais utilizadas em bovinos é a PIVE. Esta técnica compreende três etapas: (a) a 

maturação in vitro (MIV) dos oócitos após aspiração de ovários in vivo (conhecido por ovum 

pick-up ou OPU) ou coletados em frigorífico; (b) a fertilização in vitro (FIV) dos oócitos pós-
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maturação; e (c) o cultivo in vitro (CIV) dos embriões até, geralmente, o estadio de blastocisto, 

período conhecido como desenvolvimento pré-implantacional (WRENZYCKI, 2016; FERRÉ 

et al., 2020). Com o aperfeiçoamento da técnica, cerca de 90% dos oócitos são maturados 

corretamente, seguido por até 80% de sucesso nas taxas de FIV e a produção embrionária ao 

final do cultivo in vitro pode chegar até 50% em alguns casos, tendo em média 30 a 40% 

(RIZOS et al., 2008; LONERGAN; FAIR, 2016; FERRÉ et al., 2020; SJUNNESSON, 2020). 

Durante o desenvolvimento embrionário, a cavitação da blastocele e a formação do 

blastocisto é um momento determinante, já que o embrião passa de um aglomerado de células 

indiferenciadas (mórula) para a diferenciação em duas linhagens celulares: a massa celular 

interna (MCI) e a trofectoderma (TE). A MCI é um aglomerado de células pluripotentes que 

formarão o embrião, enquanto a TE forma uma única camada de células e dará origem aos 

anexos embrionários e parte da placenta (PEDERSEN; WU; BAŁAKIER, 1986; KUNATH; 

STRUMPF; ROSSANT, 2004; SAWAI, 2021). 

Já foi demonstrado que alguns genes são importantes para a indução e manutenção da 

pluripotência no período pré-implantação, sendo um deles o gene OCT4 (também conhecido 

por POU5F1 - do inglês, POU domain, class 5, transcription fator 1) e o NANOG (do inglês, 

homeobox transcription factor Nanog) (CHAMBERS et al., 2003; CAO, 2013). O OCT4 é 

essencial para a manutenção e pluripotência de células germinativas, além de seu transcrito 

atuar na regulação do desenvolvimento embrionário (JERABEK et al., 2014). Daigneault e 

colaboradores (2018) mostraram que embriões knockdown para este gene se desenvolvem 

normalmente até o estadio de 8 a 16 células, porém a taxa de sobrevivência reduz 

significativamente nas etapas seguintes até blastocisto, comprovando a importância deste gene 

para a formação de blastocistos bovinos. Junto ao gene OCT4, o NANOG também parece estar 

intimamente ligado à manutenção da pluripotência de embriões bovinos. No entanto, foi 

demonstrado que zigotos cujo NANOG foi silenciado não apresentam problemas de 

compactação celular e formação inicial da blastocele (ORTEGA et al., 2019). 

A competência do embrião ao final da CIV, que compreende a qualidade e habilidade 

embrionária, é determinante para o sucesso no decorrer do desenvolvimento, influenciando 

diretamente no estabelecimento e manutenção da gestação a termo (MARSICO et al., 2019). 

Tal avaliação pode ser realizada de diferentes maneiras, invasivas ou não (KUSSANO et al., 

2016; MARSICO et al., 2019). Métodos não-invasivos, como a análise da morfologia, 

permitem a utilização do embrião pós-classificação e são as mais utilizadas tanto em bovinos 

como em humanos. Através da análise da morfologia, os embriões são avaliados em vários 
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aspectos que levam em consideração coloração, tamanho, simetria e formato dos blastômeros 

(MERTON, 2002; MARSICO et al., 2019; VERRUMA et al., 2020; CECCHELE et al., 2022). 

Em embriões humanos, a fragmentação do citoplasma pode ser levada em conta na hora 

de escolher o embrião que será transferido, já que essa característica pode ser um indicativo de 

baixa qualidade embrionária (CECCHELE et al., 2022). Tanto os grupos de pesquisa como as 

clínicas de reprodução ainda carecem de um método não-invasivo que seja preciso, objetivo e 

que permita uma avaliação que corresponda ao desenvolvimento do embrião pós-transferência 

(ROCHA et al., 2016). A utilização de cfDNA (do inglês, cell free DNA) coletado do meio de 

cultivo in vitro para avaliação de aneuploidias, sinais de apoptose e outros parâmetros que 

podem determinar o sucesso da gravidez é uma abordagem promissora, porém ainda em 

desenvolvimento e só deve estar disponível na grande maioria das clínicas de reprodução 

assistida em alguns anos (RUBIO et al., 2019; QASEMI; MAHDIAN; AMIDI, 2021; 

ALIZADEGAN et al., 2022). 

O avanço de técnicas de Biologia Molecular, como o uso de microarryas, a reação em 

cadeia da polimerase (do inglês, polymerase chain reaction ou PCR) e seus derivados, 

permitem análises mais precisas como a interação entre células do cumulus e oócito e de como 

os meios utilizados podem influenciar a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário, 

por exemplo. Entretanto, essas avaliações geralmente culminam na destruição do material, 

impossibilitando que o gameta e/ou embrião sejam utilizados posteriormente (BUKOWSKA et 

al., 2012). Do ponto de vista da Biologia Molecular, um oócito de boa qualidade é aquele que 

apresenta uma alta concentração de proteínas e RNAs mensageiros (RNAm), visto que esse 

estoque é importante para a manutenção do embrião antes dele ativar o genoma embrionário 

(MEIRELLES et al., 2004; BUKOWSKA et al., 2012). 

Apesar das técnicas estarem estabelecidas há anos, clínicas de reprodução e laboratórios 

de pesquisa caminham lado a lado nos estudos relacionados às TRAs, visando sempre a 

inovação, o aperfeiçoamento e redução das perdas que ainda ocorrem em todas as etapas. Um 

maior entendimento do que ocorre durante a gametogênese, assim como no desenvolvimento 

embrionário pré-implantacional, principalmente na reprogramação epigenética e regulação de 

genes já descritos como importantes para estes momentos, pode preencher lacunas ainda 

existentes que influenciam direta ou indiretamente nas taxas de sucesso em diferentes 

momentos das técnicas de reprodução assistida (ZHU; MARJANI; JIANG, 2021). 
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1.2 Reprogramação epigenética e desenvolvimento embrionário inicial  

O termo Epigenética foi utilizado pela primeira vez no início da década de 1940 em um 

estudo com a mosca-da-fruta (Drosophila melanoganster) que visava relacionar a diferenciação 

celular com mutações que aconteciam durante o desenvolvimento. Neste trabalho, Conrad 

Waddington mencionou que a Epigenética era o estudo da epigênese, fazendo referência aos 

genes, assim como a interação entre eles e seus produtos e, como eles podem se manifestar de 

diferentes maneiras no fenótipo (WADDINGTON, 1942; BIRD, 2007; ROSS; CANOVAS, 

2016; GREALLY, 2018). 

A discussão acerca do tema continuou nos anos seguintes e na década de 1990 a 

Epigenética passou a ser relacionada com mudanças hereditárias que não poderiam ser 

explicadas por alterações na sequência do material genético (BIRD, 2007). Por se tratar de algo 

tão complexo, é difícil chegar a um consenso sobre o que é Epigenética, porém hoje sabe-se 

que a Epigenética envolve alterações químicas que ocorrem à nível de cromatina e na estrutura 

do DNA, mas sem alterar sua sequência. Estas alterações regulam a expressão gênica e podem 

levar a alterações fenotípicas. Além disso, a epigenética pode causar efeitos inter ou 

transgeracionais dependendo de quais células e de como elas são afetadas (PESCHANSKY; 

WAHLESTEDT, 2014; BEDNARCZYK et al., 2021). 

Durante a vida de um organismo ocorrem duas reprogramações epigenéticas que estão 

diretamente relacionadas aos níveis de metilação do DNA de determinadas regiões, expressão 

gênica e, consequentemente, sucesso durante seu desenvolvimento. A primeira reprogramação 

ocorre na gametogênese, durante a migração das células germinativas primordiais (CGPs) para 

a crista gonadal. Neste momento, as CGPs que estão com níveis elevados de metilação de DNA 

se comparado com outras células, perdem as marcações epigenéticas devido à desmetilação 

global do DNA. O reestabelecimento destas marcações ocorre apenas durante a maturação 

gamética (Figura 1A) (REIK; DEAN; WALTER, 2001; MORGAN et al., 2005; SMITH et al., 

2015). 

 Em um segundo momento, pós-fertilização, ocorre no embrião indiferenciado uma nova 

reprogramação epigenética. Ela visa apagar as marcas trazidas pelos gametas feminino e 

masculino, e reestabelecer novas marcas epigenéticas, que vão influenciar diretamente nos 

níveis de metilação do DNA, assim como o padrão de expressão de diferentes genes e, 

consequentemente, o desenvolvimento embrionário (Figura 1B) (LAMBROT et al., 2013; 

ZHANG et al., 2015; MILAZZOTTO et al., 2020). 
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Figura 1 - Reprogramação epigenética durante a maturação dos gametas e início do desenvolvimento 
embrionário. (A) Modelo animal murino mostrando a desmetilação e reestabelecimento das marcações 
epigenéticas das células germinativas primordiais (CGPs) durante sua migração para a crista gonadal. 
(B) Desmetilação do DNA embrionário que ocorre logo após a fertilização em bovinos. O material 
paterno sofre desmetilação ativa enquanto o materno sofre uma desmetilação passiva. Entre os estadios 
de 8 e 16 células ocorre uma metilação de novo e reestabelecimento das marcações epigenéticas até o 
estadio de blastocisto, onde são observadas duas linhagens celulares, a massa celular interna (MCI) e a 
trofectoderma (TE). A linha pontilhada (em roxo) representa os genes controlados por imprinting que 
não são afetados pela reprogramação epigenética que ocorre no início do desenvolvimento. Fonte: 
Modificado de  Reik; Dean e Walter (2001) e Yang et al., (2007). 
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Dentre os mecanismos epigenéticos já descritos, podem ser mencionados: as alterações 

nas histonas através de metilação, fosforilação ou acetilação do DNA, a metilação do DNA, e 

a atuação direta e indireta dos RNA não codificantes (ncRNAs) na regulação da expressão 

gênica. Apesar de serem importantes em diferentes áreas além do desenvolvimento 

embrionário, estes mecanismos ainda não são completamente conhecidos e a metilação do DNA 

é, sem sombra de dúvidas, o mecanismo mais estudado (BIRD, 2007; PESCHANSKY; 

WAHLESTEDT, 2014; LACAL; VENTURA, 2018).  

A metilação do DNA é um mecanismo epigenético fundamental para a especificidade e 

identidade celular, sendo crucial para a gametogênese e desenvolvimento embrionário de 

mamíferos. Ela atua adicionando um grupamento metil (CH3) ao quinto carbono do nucleotídeo 

citosina (5-mC) (WU; ZHANG, 2014; MILAZZOTTO et al., 2020). Em mamíferos no geral, o 

grupo metil é adicionado em citosinas que são seguidas por guaninas (citosina-fosfato-guanina, 

ou CpG) e, regiões com alta concentração destes dinucleotídeos são chamadas de ilhas CpGs 

(Figura 2). No genoma humano, por exemplo, são descritas cerca de 30 mil de ilhas CpGs, 

sendo estimado que até 80% delas estejam metiladas (LISTER et al., 2009; SMITH; 

MEISSNER, 2013; KIM; COSTELLO, 2017). 

Por se tratar de um mecanismo dinâmico, os níveis de metilação do DNA variam em 

tecidos e células específicas, além disso, são conhecidos dois tipos de metilação do DNA, a 

metilação de novo e a metilação de manutenção (JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 

2011; UYSAL; AKKOYUNLU; OZTURK, 2015). Enquanto a metilação de novo é a 

responsável por estabelecer as primeiras marcas epigenéticas em um DNA não-metilado, a 

metilação de manutenção é responsável por manter o padrão de metilação do DNA no material 

hemimetilado das células-filha pós mitose (JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011). 

A transferência do grupamento metil à citosina só é possível graças à atividade das 

enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) (REIK; DEAN; WALTER, 2001). Nesta família são 

descritos cinco genes (DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3l) que são importantes 

para a correta maturação oocitária e início do desenvolvimento embrionário, atuando tanto na 

metilação de novo (DNMT3a e DNMT3b) quanto na metilação de manutenção (DNMT1) 

(REIK; DEAN; WALTER, 2001).  
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Figura 2 - Metilação do DNA. Representação da adição do grupo metil (CH3) ao quinto carbono do 
nucleotídeo citosina, seguida por uma guanina (CpG). A metilação do DNA só é possível graças à ação 
das enzimas da família DNA metiltransferase (DNMTs). Fonte: Modificado de Beayno et al., (2019). 

 
 Os genes da família DNMT apresentam um padrão dinâmico de expressão gênica, 

aumentando e diminuindo sua expressão dependendo do estadio do desenvolvimento (UYSAL; 

AKKOYUNLU; OZTURK, 2015). O DNMT1 é responsável por codificar a DNMT1, uma das 

enzimas mais abundantes na célula de mamíferos. Ela é expressa em alta concentração na fase 

S da mitose, sendo uma das responsáveis pela manutenção da metilação do DNA, mantendo as 

marcas epigenéticas das células-filha fiéis às da célula-mãe (DETICH; RAMCHANDANI; 

SZYF, 2001; BINISZKIEWICZ et al., 2002; DELAVAL; FEIL, 2004; DHE-PAGANON; 

SYEDA; PARK, 2011). Em bovinos, por exemplo, já foi demonstrado que a DNMT1 está 

presente no citoplasma celular tanto de oócitos durante a maturação como em embriões em 

diversos estadios de desenvolvimento (LODDE et al., 2009). Já Ma e colaboradores (2022) 

demonstraram em camundongos que alterações na regulação deste gene podem acarretar 

problemas ao embrião. 

 Diferente da DNMT1, as enzimas codificadas pelos genes DNMT3a e DNMT3b 

possuem afinidade por regiões do DNA não-metilado e são responsáveis por estabelecer novas 

marcas epigenéticas (metilação de novo do DNA) no embrião após a fertilização (OKANO; 

XIE; LI, 1998; REIK; DEAN; WALTER, 2001) Em camundongos, o silenciamento do gene 
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Dnmt3a em embriões levou a uma redução significativa no desenvolvimento embrionário após 

o estadio de 2 células, momento que coincide com a ativação do genoma embrionário, levando 

a crer que este gene está diretamente relacionado com a metilação de novo que ocorre após a 

ativação do genoma (UYSAL; CINAR; CAN, 2021). Por outro lado, o silenciamento do 

Dnmt3b leva à morte intrauterina por volta do estadio E9,5 de desenvolvimento 

(JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011). 

 Enquanto as enzimas da família dos genes DNMTs são as responsáveis pela metilação 

do DNA, as enzimas transcritas pelos genes da família TET (do inglês, ten-eleven translocation) 

são responsáveis por parte da desmetilação ativa e passiva dos genomas paterno e materno, 

respectivamente, durante a reprogramação epigenética que ocorre no início do desenvolvimento 

embrionário. Dentro desta família são descritos três genes, o TET1, TET2 e TET3, cujas enzimas 

possuem um domínio catalítico c-terminal que é característica da superfamília das dioxigenases 

(TAHILIANI et al., 2009; LI et al., 2015; ZHANG et al., 2017; ROSS; SAMPAIO, 2018). 

Além disso, elas são capazes de transformar a 5-metilcitosina (5mC) em 5-hydroximetilcitosina 

(5hmC), 5-carboxicitosina (5caC) e 5-formilcitosina (5fC) (HE et al., 2011; ZHANG et al., 

2017). 

Apesar de camundongos knockdown para o gene Tet1 se desenvolverem normalmente 

(DAWLATY et al., 2011), a enzima TET1, além de participar das ondas de desmetilação do 

DNA durante as duas reprogramações epigenéticas, parece estar intimamente relacionada à 

diferenciação das células da MCI no período de pré-implantação (ITO et al., 2010). A enzima 

TET1 também é essencial durante o estabelecimento do imprinting genômico tanto em CGPs 

de fêmeas como em machos (YAMAGUCHI et al., 2013). Ainda em camundongos, foi 

demonstrado em embriões que o Tet3 é importante para a oxidação da 5mC, uma vez que seu 

bloqueio afeta a desmetilação do material genético paterno ocasionando uma redução de 

sobrevivência fetal (GU et al., 2011). Por outro lado, o knockdown do TET3 em bovinos, além 

de levar ao acúmulo de 5mC, reduz significativamente a maturação oocitária, fertilização e 

desenvolvimento embrionário até o estadio de blastocisto (CHENG et al., 2019). 

O imprinting genômico é um processo epigenético observado majoritariamente em 

mamíferos placentários. Ele ocorre quando um dos alelos está silenciado e o gene apresenta 

expressão monoalélica ao invés de bialélica. Ele é um importante processo epigenético 

influenciado pela origem parental, assim como a metilação do DNA, uma vez que, o imprinting 

materno ou paterno é determinado de acordo com qual alelo está silenciado e qual esta funcional 

(MCGRATH; SOLTER, 1984; REIK; WALTER, 2001; LAWSON; CHEVERUD; WOLF, 

2013; BAJRAMI; SPIROSKI, 2016; EDWARDS et al., 2019). Em  humanos são descritos mais 
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de 100 genes controlados por imprinting, enquanto em bovinos a literatura descreve cerca de 

28 genes e em camundongos entre 150 e 200 (JIANG et al., 2015; KHATTABI et al., 2019; 

TUCCI et al., 2019; ZENG; CHEN, 2019). 

Conservados entre algumas espécies de mamíferos eutérios (KILLIAN et al., 2000; 

REIK; WALTER, 2001; MORGAN et al., 2005), os genes controlados por imprinting 

genômico são geralmente encontrados agrupados (chamados clusters), sendo controlados por 

regiões ricas em dinucleotídeos CG denominadas regiões controladoras de imprinting, ou ICRs 

(do inglês imprinting control regions), as quais são diferencialmente metiladas (do inglês 

Differentially Methylated Regions, ou DMRs) (LEWIS; REIK, 2006; ABRAMOWITZ; 

BARTOLOMEI, 2012; ROBBINS et al., 2012; HOEIJMAKERS; KEMPE; VERSCHURE, 

2016). Estes genes são fundamentais para o organismo, influenciando não só o 

desenvolvimento embrionário como também o fenótipo do indivíduo adulto (GOODALL; 

SCHMUTZ, 2007; SMITH et al., 2015).  

Duas DMRs localizadas no cromossomo autossomo 29 de bovinos são importantes 

durante o desenvolvimento embrionário, a H19DMR e a KvDMR1, localizadas nas ICRs 1 e 2, 

respectivamente (Figura 3). Na H19DMR é encontrado o gene Imprinted maternally expressed 

transcript (H19) que possui expressão monoalélica materna (imprinting paterno) e transcreve 

um RNA longo não-codificante (lncRNA) conservado em diferentes espécies. Esse gene é 

importante para o correto desenvolvimento embrionário, uma vez que alterações epigenéticas 

nesta região podem levar ao desenvolvimento anormal do organismo (BRANNAN et al., 1990; 

ZHANG et al., 2004; MORGAN et al., 2005; URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO; NIEMANN, 

2014). Além do H19, na H19DMR também é encontrado o gene Insulin-like growth factor 2 

(IGF2) que possui expressão monoalélica paterna (imprinting materno), atuando como 

promotor de crescimento e desenvolvimento, além de transcrever um fator de crescimento que 

atua na progressão do ciclo celular (SUZUKI et al., 2011a; URREGO; RODRIGUEZ-

OSORIO; NIEMANN, 2014). 

A expressão dos genes localizados na H19DMR é regulada pela ação da proteína 

insuladora CTCF (fator de ligação CCCTC) que interfere também na ação de enhancers que 

estão próximos fisicamente (KIM et al., 2007). No alelo materno, a DMR encontra-se 

desmetilada permitindo que a CTCF se ligue a ela. Tal ligação cria uma barreira física e isso 

impede que o enhancer downstream ao gene H19 atue sobre o IGF2. A aproximação física da 

H19DMR e CTCF distancia o enhancer do promotor do gene IGF2, culminando na expressão 

do H19. Enquanto isso, no alelo paterno a aproximação física da DMR ao IGF2, devido à 

metilação da região, aproxima o enhancer do promotor deste gene e coloca-o na região ativa 
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da cromatina, permitindo assim sua expressão (BELL; FELSENFELD, 2000; MURRELL; 

HEESON; REIK, 2004; LEWIS; REIK, 2006). 

A outra DMR de interesse, a KvDMR1, é responsável por controlar o imprinting de 

vários genes e localiza-se dentro do gene Potassium Voltage-Gated Channel (KCNQ1) onde 

também é encontrado em antisense o promotor do gene Potassium Voltage-Gated Channel 

Overlap Transcript 1 (KCNQ1OT1), que possui expressão monoalélica paterna e codifica um 

lncRNA. O KCNQ1OT1, quando desregulado, pode atuar como oncogene (MITSUYA et al., 

1999; HORIKE et al., 2000; O’NEILL, 2005) Além destes, na KvDMR1 também são 

encontrados os genes Cyclin Dependente Kinase Inhibitor 1C (CDKN1C) e Pleckstrin 

Homology Like Domain Family A Member 2 (PHLDA2), ambos de expressão monoalélica 

materna e com funções importantes em momentos específicos do desenvolvimento (DRIVER 

et al., 2013; STAMPONE et al., 2018).  

O CDKN1C é parte da família do complexo de quinases ciclinas-dependentes (CDKs). 

Ele atua no ciclo celular e transcreve uma proteína chamada p57Kip2 cuja função é amplamente 

associada com o correto desenvolvimento embrionário. Similar a outros genes, ele é controlado 

por lncRNAs e sua expressão depende de diversos fatores como a localização e modificações 

pós-sintéticas (DRIVER et al., 2013; STAMPONE et al., 2018). Já a função do PHLDA2 ainda 

é pouco conhecida na literatura. Porém, trabalhos realizados com microinjeção de siRNAs e 

posterior knockdown do gene no estadio de zigoto parecem melhorar a taxa de produção de 

blastocistos ao sétimo dia de desenvolvimento (KHATIB; GROSS, 2019). Além disso, Sikora 

e colaboradores (2011) demonstraram que o aumento da expressão desse gene parece estar 

relacionado com restrições no desenvolvimento da placenta, enquanto uma redução na 

expressão parece ocasionar o inverso (Figura 3). 
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Figura 3 - Representação do cromossomo 29 bovino onde são encontradas a H19DMR e a KvDMR1. 
Representação dos alelos materno e paterno, a interação das regiões diferencialmente metiladas (DMRs) 
e consequente expressão dos genes ali localizados. No alelo materno, ocorre o imprinting paterno 
quando a H19DMR não está metilada e o gene H19 é expresso, enquanto na KvDMR1 ocorre a 
metilação do DNA e os genes CDKN1C, KCNQ1, SLC22A18 e PHLDA2 estão expressos (representados 
em rosa). No alelo paterno ocorre o contrário, imprinting materno, com IGF2 e KCNQ1OT1 
(representados em azul) expressos na H19DMR e KvDRM1, respectivamente. Na H19DMR, a proteína 
insuladora CTCF influencia diretamente na expressão dos genes H19 e IGF2. Fonte: Modificado de 
Hori et al., (2010); Verruma et al., (2021). 

 
Semelhante ao cromossomo 29 de bovinos, no cromossomo 11 humano (11p15.5) estão 

localizadas a H19DMR (ICR1) e na KvDMR1 (ICR2). Já foi demonstrado que as alterações no 

padrão de metilação do DNA nestas regiões e, consequentemente, alteração na regulação da 

expressão dos genes ali encontrados podem ocasionar o desenvolvimento de síndromes que 

envolvem imprinting genômico. Dentre elas, podem ser mencionadas a SBW e a síndrome de 

Silver Russel (SSR). A SBW é uma síndrome de hiper crescimento, onde os portadores podem 

apresentar macroglossia, defeitos da parede abdominal, neoplasias infantis como o tumor de 

Wilms, além de problemas respiratórios e cardíacos. Ela pode ocorrer por transmissão parental, 

mas em aproximadamente 85% dos casos o desenvolvimento é esporádico (WEKSBERG; 

SHUMAN; BECKWITH, 2010; MUSSA et al., 2017; BRIOUDE et al., 2018; LI et al., 2022). 

Dentro dos casos esporádicos, cerca de 50% deles são devidos à hipometilação do alelo materno 

da ICR2, também chamado de LOI (do inglês, loss of imprinting), que leva a uma alteração na 

regulação dos genes KCNQ1OT1 e CDKN1C, enquanto 5 a 10% dos casos são devidos ao 

ganho de metilação (hipermetilação) do alelo materno da ICR1. Além das alterações 

epigenéticas mencionadas, 5% dos casos esporádicos são devidos a alterações genéticas (e.g., 
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mutações) no CDKN1C (CHOUFANI; SHUMAN; WEKSBERG, 2010; AZZI; HABIB; 

NETCHINE, 2014; EGGERMANN et al., 2014; WANG et al., 2020).  

O uso de TRAs pode expor o embrião à agentes externos durante uma das janelas de 

reprogramação epigenética, uma vez que o cultivo embrionário se estende, na maioria dos casos 

e espécies, até o estadio de blastocisto e o estabelecimento de novas marcas epigenéticas no 

embrião ocorre entre os estadios de 8-16 células em bovinos (REIK; DEAN; WALTER, 2001). 

Em humanos, é comprovado que o uso de TRAs pode aumentar em até dez vezes a chance de 

desenvolvimento de síndromes de imprinting como a SBW (GOMES et al., 2007, 2009; 

MUSSA et al., 2017; WANG et al., 2020) assim como já foi observado que o uso de TRAs 

também pode aumentar a incidência do desenvolvimento da síndrome do bezerro grande (do 

inglês, large offspring syndrome, LOS), uma síndrome que pode se desenvolver devido a 

alterações epigenéticas semelhante à SBW (ROBBINS et al., 2012; CHEN et al., 2013). Além 

das semelhanças na causa, em LOS também são observadas semelhanças fenotípicas à SBW 

como o desenvolvimento de macroglossia, macrossomia e defeitos na formação da parede 

abdominal (LI et al., 2022). 

A grande similaridade encontrada na SBW e LOS, assim como entre os domínios do 

cromossomo 11 humano e do 29 bovino (CHEN et al., 2013), indicam que bovinos parecem 

ser adequados para serem utilizados como modelo animal para estudos de alterações 

epigenéticas, desenvolvimento de síndromes e malformações, principalmente quando é 

utilizada alguma técnica de reprodução assistida. 

 

1.3 Utilização de bovinos como modelo animal 

 O uso de um modelo se faz necessário quando o objeto de estudo não pode ser total ou 

parcialmente manipulado e analisado. O modelo animal é um organismo vivo que permite o 

estudo de algum fenômeno onde, os resultados observados podem ser utilizados para predizer 

características, comportamentos ou caracterizar algum sistema de interesse (WALL; SHANI, 

2008). A ideia de utilizar modelos animais para diferentes fins existe desde o século XVIII 

quando Immanuel Kant (1724–1804) propôs que similaridades entre diferentes objetos 

poderiam ser usadas para predizer causa e efeito sob uma perspectiva qualitativa. Dessa forma, 

a utilização de modelos animais apropriados permitiu o estudo de diversos mecanismos 

fisiológicos, regulação gênica e vias metabólicas que seriam impossíveis de serem estudadas 

em humanos. 

 Segundo o National Research Council (1985), a espécie utilizada como modelo animal 

deve ser cuidadosamente escolhida, uma vez que tem que ser levadas em consideração as 
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propriedades biológicas, a facilidade na obtenção e manipulação do material biológico, além 

de estar de acordo com as implicações éticas. Estudos relacionados à gametogênese, 

embriogênese, stress intrauterino e alterações genéticas e epigenéticas que podem ocasionar o 

desenvolvimento de síndromes em humanos são alguns dos vários tópicos que necessitam do 

uso de modelos animais para maior compreensão dos mecanismos envolvidos. 

No Brasil, pela lei de biossegurança nº 11.105/2005 é permitida a doação embriões 

humanos produzidos in vitro para fins de pesquisa e terapia, desde que exista a permissão dos 

progenitores e que o embrião esteja criopreservado há, pelo menos, três anos. Entretanto, esse 

material além de ser extremamente raro (em 2019 apenas 22 embriões foram doados para 

pesquisa) deve ser manipulado dentro dos preceitos éticos (ANVISA, 2020). Com isso, a 

utilização de espécies de murinos e bovinos, por exemplo, se faz cada vez mais frequente nos 

laboratórios de pesquisa (WALL; SHANI, 2008). 

Os roedores, principalmente camundongos, foram por muitos anos o modelo animal 

mais popular em laboratórios de pesquisa de fisiologia reprodutiva devido às suas 

características e fácil obtenção e manutenção dos animais em biotérios. No entanto, nas últimas 

décadas a utilização de animais maiores, como bovinos e suínos, permitiu maior compreensão 

de detalhes e vias envolvidas no sistema reprodutivo, gametas e embriões complementando os 

achados de pesquisas que utilizaram murinos (HABERMANN et al., 2007; ADAMS; SINGH; 

BAERWALD, 2012). Surgiu então o questionamento de qual seria a espécie mais apropriada 

para utilizar como modelo em estudos relacionados ao sistema reprodutivo, gametogênese, 

desenvolvimento embrionário e mecanismos epigenéticos envolvidos nessas etapas em 

humanos. 

O uso de aves, principalmente galinhas, como modelo animal para estudos epigenéticos 

é interessante devido à facilidade de manipulação e observação in vivo ou in vitro, uma vez que 

o desenvolvimento embrionário ocorre em ambiente externo. Porém, ainda se faz necessário 

um maior conhecimento da reprogramação epigenética que ocorre, principalmente nas CGPs, 

para essa espécie ser levada em consideração no momento da escolha do modelo animal 

(BEDNARCZYK et al., 2021). Além disso, processos epigenéticos como o imprinting 

genômico não podem ser estudados neste modelo, uma vez que ainda não existem dados na 

literatura sobre imprinting genômico em outras espécies além de mamíferos (LI; SASAKI, 

2011; EDWARDS et al., 2019). 

Análises filogenéticas entre humanos, bovinos e camundongos mostraram que proteínas 

importantes durante o momento da fertilização, assim como o início do desenvolvimento 

embrionário possuem maior proximidade entre bovinos e humanos do que entre camundongos 
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e humanos (SYLVESTRE et al., 2013). Já foi demonstrado também que o uso de oócitos de 

bovinos e suínos fornecem respostas mais confiáveis quando são avaliadas as alterações 

químicas durante a maturação e fertilização in vitro, assim como o desenvolvimento 

embrionário inicial. Podem ser mencionadas também as semelhanças que existem entre os 

gametas e embriões nas duas espécies, como é o caso do diâmetro do gameta feminino (150-

180mm tanto em humanos como em bovinos) e período das primeiras clivagens (OTOI et al., 

1997; SANTOS; SCHOEVERS; ROELEN, 2014). Quando se fala em técnicas de 

criopreservação de gametas e embriões, os resultados apresentados quando camundongos são 

utilizados como modelo não refletem a realidade do que ocorre em humanos (MÉNÉZO; 

HÉRUBEL, 2002). Por fim, os autores descrevem que, levando em consideração diversos 

fatores, bovinos devem ser escolhidos preferencialmente à murinos quando forem realizados 

estudos de sistema reprodutivo, gametas e início de desenvolvimento embrionário. 

Quanto aos estudos de diferenciação celular no período de pré-implantação, ainda 

existem dúvidas de qual seria o melhor modelo a ser utilizado. Apesar de pesquisas anteriores 

indicarem bovinos como o melhor modelo, Carreiro e colaboradores (2021) sugerem que as 

pesquisas de diferenciação celular e regulação dos genes envolvidos nestes processos deveriam 

utilizar murinos e bovinos em paralelo, o que permitiria comparar os resultados e determinar 

com maior precisão qual é mais fiel ao humano. 

Apesar de animais de biotérios, como camundongos e coelhos, serem mais fáceis de 

serem obtidos para pesquisa, as semelhanças entre bovinos e humanos, não apenas em relação 

a fisiologia e morfologia, mas também levando em conta os aspectos genéticos e epigenéticos, 

levam a crer que o uso de bovinos como modelo animal é mais apropriado e permite resultados 

mais fiéis que outras espécies (MÉNÉZO; HÉRUBEL, 2002) quando se fala em sistema 

reprodutivo, gametogênese, início do desenvolvimento embrionário e reprogramação 

epigenética. Entretanto, para ser uma opção como modelo animal, ainda são necessárias 

informações que permitam compreender com clareza mecanismos como a reprogramação 

epigenética e a regulação gênica durante a maturação e início do desenvolvimento embrionário. 

Por isso, se faz tão importante as análises de metilação do DNA global e de regiões de interesse, 

assim como a expressão de genes controlados por imprinting, relacionados à diferenciação 

celular e ao controle da metilação e desmetilação do DNA. 
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2. Hipótese 
 

A expressão dos genes localizados nas ICRs1 e 2, reguladas respectivamente pelas 

H19DMR e KvDMR1, é alterada durante a maturação oocitária e o início do desenvolvimento 

embrionário em bovinos, assim como os genes envolvidos com o controle da metilação e 

desmetilação do DNA alteram a expressão de acordo com a reprogramação epigenética que 

ocorre no início do desenvolvimento embrionário. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar as ICR1 e ICR2 durante a maturação dos oócitos e o desenvolvimento 

embrionário inicial, em termos da expressão dos seus genes e metilação do DNA, em associação 

com a expressão de genes envolvidos com a metilação, desmetilação do DNA e pluripotência. 

 

3.2 Objetivos específicos  

  Avaliar a expressão dos genes das regiões ICR1 e 2, controlados pela H19DMR (IGF2 

e H19) e KvDMR1 (CDKN1C, KCNQ1, KCNQ1OT1 e PHLDA2), respectivamente, em oócitos 

e embriões bovinos produzidos in vitro em diferentes estadios do desenvolvimento pré-

implantacional; 

 

  Avaliar a metilação do DNA da H19DMR (ICR1) e da KvDMR1 (ICR2) em oócitos e 

embriões bovinos produzidos in vitro em diferentes estadios durante o desenvolvimento pré-

implantacional;  

 

  Avaliar a expressão de genes envolvidos com pluripotência (NANOG e OCT4), 

metilação (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b) e desmetilação do DNA (TET1, TET2 e TET3) em 

oócitos e embriões bovinos produzidos in vitro em diferentes estadios do desenvolvimento pré-

implantacional; 

 

  Comparar a expressão e a metilação do DNA dos genes analisados em relação às fases 

do desenvolvimento embrionário e a maturação de oócitos. 
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Figura 4 - Delineamento experimental. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022).
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5. Material e Métodos 

 

5.1 Aspectos éticos 

O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética e Uso de Animais (CEUA) da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP/USP), processo nº004/2019-1 (ANEXO A). 

 

5.2 Produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos 

 

5.2.1 Coleta e seleção dos oócitos 

 Um total de 747 ovários (entre 40 e 50 ovários por experimento) foram obtidos em 

frigoríficos próximos à Ribeirão Preto-SP. Eles foram transportados até o laboratório à 36ºC 

em solução salina estéril 0,9% e antibióticos (penicilina, estreptomicina e neomicina). No 

laboratório, os ovários foram lavados em solução salina 0,9% e conservados em banho-maria à 

36ºC até o momento da aspiração folicular. Nos folículos foram encontrados oócitos em estadio 

de vesícula germinativa classificados como VG0, VG1, VG2 e VG3, de acordo com o nível de 

condensação da cromatina (LODDE et al., 2007). Com auxílio de uma seringa descartável 

acoplada à uma agulha 18G, apenas os folículos entre 2 e 8 milímetros foram aspirados (FERRÉ 

et al., 2020), o que aumenta a possibilidade de selecionar oócitos VG1, VG2 e VG3, ou seja, 

aqueles com maior porcentagem de cromatina condensada, o que indica potencial de 

desenvolvimento (LUCIANO; SIRARD, 2018). 

O líquido folicular aspirado dos ovários foi colocado em um tubo tipo Falcon (50mL) 

mantido à 36ºC por 10 minutos para decantação dos oócitos. Em seguida, o pellet formado foi 

observado sob estereomicroscópio para a identificação e seleção dos oócitos. Estes foram 

classificados de acordo com o número de camadas de células do cumulus e aparência do 

ooplasma, segundo Leibfried e First (1979), e apenas aqueles com mais de três camadas de 

células do cumulus e ooplasma homogêneo, classificados como grau I (GI), foram selecionados 

para maturação oocitária. Ao final, foram selecionados 3960 complexos cumulus oócitos 

(COCs), dos quais 3640 foram colocados para maturação in vitro (MIV). Os 320 COCs 

restantes, em estadio de vesícula germinativa (VG), foram lavados três vezes em solução de 

hialuronidase (0,04μg/mL) (Sigma-Aldrich, Co.) para retirada das células do cumulus e pools 

de 40 oócitos foram armazenados em 10μL de PBS (Phosphate Buffered Saline) à -80ºC até 

análise de expressão gênica e metilação do DNA (Figura 5). 
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Figura 5 - Oócitos GI selecionados para maturação in vitro e coleta. (A) Oócitos GI com ooplasma 
homogêneo e mais de três camadas de células do cumulus. (B) Oócitos GI sem as células do cumulus 
após tratamento com hialuronidase. Aumento: 20x. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 

 
5.2.2 Maturação in vitro (MIV) 

Após a seleção, os COCs GI foram lavados em meio tamponado H199+ (TCM199 com 

sais Earles, glutamina, NaHCO3 e HEPES - ThermoFisher Sicentific, USA) suplementado com 

piruvato (22 μg/mL), 1mL de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico sulfato de amicacina 

(83μg/mL). Em seguida, os oócitos foram lavados três vezes e depositados em microgotas (20 

oócitos/microgota) de 100μL de meio de maturação B199+ (TCM199 com sais Earles, 

glutamina, NaHCO3 - ThermoFisher Sicentific, USA) acrescido de piruvato (22μg/mL), 10% 

de SFB, FSH (0,5μg/mL), LH (50μg/mL), estradiol (1,0μg/mL) e antibiótico sulfato de 

amicacina (83μg/mL). Os oócitos permaneceram em incubadora à 38,8ºC, máxima umidade e 

5% de CO2 em atmosfera por 22-24 horas para MIV. 

Um dos fatores que evidenciam a maturação oocitária é a expansão das células do 

cumulus, a extrusão do 1ºCP e a mudança do estadio de VG para metáfase da meiose II (MII) 

(Figura 6) (LANDIM-ALVARENGA; MAZIERO, 2014). Após o período de MIV, parte dos 

oócitos foram lavados três vezes solução de hialuronidase (0,04μg/mL) (Sigma-Aldrich, Co.) 

para retirada das células do cumulus e, aqueles que apresentavam 1ºCP foram armazenados 

(pools de 40 oócitos) em 10μL de PBS à -80ºC até análise de expressão gênica e metilação do 

DNA. O restante dos oócitos (com as células do cumulus) foram para a etapa de fertilização in 

vitro. 
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Figura 6 - Oócitos após maturação in vitro. (A) Oócito transferido para a fertilização in vitro com as 
células do cumulus expandidas em volta dele pós MIV. (B) Oócito selecionado para coleta após MIV já 
sem as células do cumulus; seta mostrando a extrusão do corpúsculo polar, indicativo de que a maturação 
ocorreu de maneira correta. Aumento: 20x. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 
 
5.2.3 Seleção e capacitação espermática 

 A seleção e capacitação dos espermatozoides foi realizada próximo ao término da 

maturação oocitária. Foram utilizadas palhetas da mesma partida de um único touro para todas 

as replicatas. Em cada experimento, uma palheta de sêmen era descongelada em banho-maria 

à 36ºC por 60 segundos e o conteúdo era depositado em um tubo tipo Falcon (15mL) sob um 

gradiente descontínuo (45% e 90%) de Percoll® (Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, o 

gradiente com o sêmen foi centrifugado por 30 minutos à 342xg para que houvesse a formação 

do pellet com os espermatozoides viáveis. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado 

e o pellet de espermatozoides foi avaliado quanto ao volume, concentração espermática e 

motilidade. Com estes dados, o pellet foi diluído de modo que houvesse cerca de dois milhões 

de espermatozoides por mililitro de meio de fertilização (2 x 106 sptz/mL). Os espermatozoides 

foram colocados no meio de fertilização in vitro na incubadora à 38,8°C, 5% de CO2 em ar e 

máxima umidade 15 minutos antes dos oócitos para que houvesse a capacitação espermática. 

 

5.2.4 Fertilização in vitro (FIV) 

 Ao final da MIV, os COCs foram lavados duas vezes em meio de fertilização in vitro 

(FIV) (ANEXO B) TALP (ANEXO C) acrescido de heparina, (10μg/mL), piruvato (22μg/mL), 

BSA sem ácidos graxos (6μg/mL), solução PHE (2μM de penicilamina, 1μM de hipotaurina e 
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0,25μM de epinefrina) e sulfato de amicacina (83μg/mL). Ao final da lavagem, eles foram 

transferidos para microgotas (100μL) de meio FIV onde já se encontravam os espermatozoides 

capacitados. As placas com os gametas foram levadas à incubadora à 38,8ºC, 5% de CO2 e 

umidade máxima por 18 horas. 

 

5.2.5 Cultivo in vitro (CIV) 

 Dezoito horas após o primeiro contato entre os gametas feminino e masculino, os 

prováveis zigotos foram pipetados em 600μL de meio FIV para remoção do excesso de células 

do cumulus e espermatozoides mortos aderidos a eles.  

Em seguida, os zigotos foram lavados três vezes em meio de cultivo CR2 (Charles 

Rosenkranns 2) (ANEXO D) suplementado com 5% de SFB, 0,03g de BSA V, 0,03g de BSA 

fração V FAF (livre de ácidos graxos), alanina (8,92μg/μL), glicina (75μg/μL) e antibiótico 

sulfato de amicacina (83μg/mL) em um volume final de 10mL (VERRUMA et al., 2020) e 

transferidos para microgotas (50μL) de meio de cultivo para desenvolvimento embrionário pré-

implantacional. Os embriões foram co-cultivados em monocamadas de células de cumulus. 

A taxa de clivagem foi avaliada 48 horas após a FIV e quatro dias após a FIV (D4) foi 

realizada a troca de parte do meio de cultivo. Os embriões foram avaliados em 

estereomicroscópio quanto à morfologia e ao número de células e, aqueles considerados 

inviáveis, foram separados do restante. Após a avaliação, 30μL do meio CR2 junto com os 

embriões inviáveis e o excesso do tapete celular foram substituídos por meio CR2 novo, 

processo este conhecido como feeding. 

 

5.2.6 Classificação dos embriões viáveis 

 No sétimo dia (D7 – 168 horas após a FIV), os embriões foram novamente analisados 

em estereomicroscópio e classificados de acordo com o estadio de desenvolvimento que se 

encontravam (Figura 7). Os embriões foram classificados em quatro estadios: 

 - Blastocistos inicial (Bi), com o início da formação da blastocele (Figura 7A); 

 - Blastocisto (Bl), com a blastocele ocupando cerca de 50% do volume total do embrião 

(Figura 7B); 

 - Blastocisto expandido (Bx), onde o embrião já apresenta a blastocele bastante 

desenvolvida, formando claramente uma cavidade. É possível observar também o botão 

embrionário em uma região periférica do embrião e a zona pelúcida delgada (Figura 7C); 

 - Blastocisto eclodido (Be), o embrião se encontra parcial ou completamente fora da 

zona pelúcida (Figura 7D). 
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Figura 7 - Classificação dos blastocistos de acordo com morfologia e expansão da blastocele. (A) 
Blastocisto inicial (Bi). (B) Blastocisto (Bl). (C) Blastocisto expandido (Bx). (D) Blastocisto eclodido 
(Be). Seta apontando o início da cavitação da blastocele. Aumento: 20x. Fonte: Carolina Gennari 
Verruma (2022). 
 
5.2.7 Coleta dos embriões durante o desenvolvimento embrionário 

 Os embriões foram coletados em cinco diferentes estadios de acordo com Hafez e Hafez 

(2004) durante o desenvolvimento embrionário pré-implantacional, (1) zigotos logo após a 

retirada das células do cumulus e espermatozoides aderidos (18 horas pós-fertilização), (2) 

estadio de 4 células (1,5 dia), (3) estadio de 8 células (2,5 dias), (4) mórula (após o feeding) e 

(5) blastocistos expandidos (após a classificação no D7) (Figura 8). Os embriões foram 

armazenados em pools em 10μL de PBS à -80ºC até análise de expressão gênica e metilação 

do DNA. 
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Figura 8 - Embriões nos cinco estadios escolhidos para análise. (A) Embriões de uma célula ou zigotos. 
(B) Embriões de 4-células. (C) Embriões de 8-células. (D) Mórulas. (E) Blastocistos expandidos. 
Aumento de 20x. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 

 
5.3 Análise de expressão gênica  

 

5.3.1 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 A extração de RNA foi realizada com auxílio do kit PureLinkTM RNA Mini Kit 

(ThermoFisher Scientific, USA) seguindo as recomendações do fabricante. As amostras foram 

descongeladas e centrifugadas. Em seguida, foram adicionados 300μL de solução de lise 

[solução de ß-mercaptoetanol 1% (v/v)] e as amostras passaram no agitador tipo vortex para 

que ocorresse a lise celular. Em seguida, com uma pipeta de 200µL, as amostras foram 

homogeneizadas e um volume de 300µL de etanol 70% foi adicionado. As amostras passaram 

novamente pelo vortex para que não houvesse precipitado. O conteúdo foi então transferido 

para uma coluna, centrifugado por 15 segundos à 12000xg em temperatura ambiente e o filtrado 

foi descartado. Em seguida, foram adicionados à coluna 700µL de wash buffer I, a coluna foi 

centrifugada por 15 segundos à 12000xg em temperatura ambiente e o filtrado e tubo coletor 

foram descartados. Um novo tubo coletor foi acoplado à coluna e 500µL de wash buffer II 

foram adicionados, sendo centrifugada por 15 segundos à 12000xg em temperatura ambiente e 

o filtrado foi descartado. A lavagem com wash buffer II foi repetida e então as colunas foram 

centrifugadas por dois minutos à 12000xg em temperatura ambiente. O tubo coletor foi 

descartado e a coluna foi acoplada à um microtubo de 1,5mL, sendo adicionados 30µL de água 

RNase-free à coluna e deixado em repouso por um minuto em temperatura ambiente. Ao final, 

a coluna foi centrifugada à 12000xg por 2 minutos para eluir o RNA da membrana e as amostras 

foram armazenadas em freezer -80ºC. 
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 O RNA total foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific, USA) e as amostras com razão 260nm:280nm maior que 1,8 foram consideradas 

adequadas. A integridade das amostras foi confirmada em um gel de agarose 1,5% corado com 

brometo de etídio em uma eletroforese de 90 minutos. 

A síntese de cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript IV First-Strand Synthesis 

System (ThermoFisher Scientific, USA) seguindo as recomendações do fabricante. Primeiro, 

todos os reagentes foram descongelados e centrifugados. Na primeira reação, 11µL de RNA 

total, 0,7µL de Oligo(dT)20 (50µM), 0,3µL de random hexamers (50ng/µL) e 1µL de 10mM 

dNTP mix em um volume total de 13µL foram incubados por cinco minutos à 65ºC e, em 

seguida, colocados no gelo por um minuto. Após resfriamento das amostras, foram adicionados 

4µL de 5x RT Buffer SS IV, 1µL de 0,1M DTT, 1µL de RNA inhibitor (40U/µL) e 1µL da 

enzima SuperScript IV RT (200U/µL) em um volume final de 20µL que foram incubados por 

10 minutos à 55ºC, seguidos de 10 minutos à 80ºC para inativação enzimática. Ao final, as 

amostras foram armazenadas em freezer -20ºC até a utilização. 

 

5.3.2 PCR em tempo real 

 A avaliação da expressão gênica foi realizada utilizando o método de transcrição reversa 

associada à PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Os genes avaliados podem ser 

divididos em três grupos: (a) genes controlados por imprinting (H19, IGF2, CDKN1C, KCNQ1, 

KCNQ1OT1 e PHLDA2); (b) genes relacionados à metilação e desmetilação do DNA (DNMT1, 

DNMT3a, DNMT3b, TET1, TET2, TET3) e (c) genes relacionados à pluriopotência (NANOG e 

OCT4). Como genes de referência, foram escolhidos da ß-actina (ACTB) e o Glyceraldehyde-

3-phosphaste dehydrogenase (GAPDH). As sequências dos genes-alvo H19, CDKN1C, 

KCNQ1, PHLDA2, DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, TET1, TET2, TET3, NANOG e OCT4 foram 

obtidas no NCBI (ncbi.nlm.nih.gov) e os primers foram desenhados com auxílio do software 

Primer 3Plus (USA) e Primer blast (ncbi.nlm.nih.gov, USA). Para os genes IGF2, KCNQ1OT1 

e GAPDH foram utilizados primers descritos por Verruma e colaboradores (2021). Por último, 

o primer do gene ß-actina foi descrito por Rios e colaboradores (2007). As informações sobre 

a sequência dos primers, tamanho dos amplicons, eficiência e temperatura de hibridização de 

cada gene estão apresentadas na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Primers utilizados para análise de expressão gênica por RT-qPCR. 

Genes Sequência dos primers (5’→ 3’) 
Tamanho 
amplicon 

(pb) 

Eficiência 
(%) 

Temp. de 
hibridização 

(ºC) 

ACTB1 Fw: CCGTCTTCCCGTCCATCGTG 
Re: GGATGCCTCTCTTGCTCTGA 108 91,8 65 

GAPDH2 Fw: CGCCTGGAGAAACCTGCC 
Re: GGAGAGTGAGTGTCGCTGTTG 135 100,8 65 

IGF22 Fw: CCCGCCAAGTCCGAGAGG 
Re: CGCTGGGTGGACTGCTTC 116 99,9 65 

H19 Fw: AGTGGGAGGGGCATTGGACT 
Re: GACCATATCATATCCCTCTGTGC 182 100,2 65 

KCNQ1OT12 Fw: GGAGACAGAGGCCCAGAAG 
Re: TAAGTGCCTGTGGAGCCTG 188 104,8 65 

KCNQ1 Fw: TCGTCTACCACTTCGCTGTCT 
Re: ATGAGGTCGATGATGGAAATG 244 95,3 65 

CDKN1C Fw: GCCTCTCATCTCCGACTTCTT 
Re: GCGCTCCTCTCCTGTCCAC 208 99,9 65 

PHLDA2 Fw: GGGCGAGAGCTACTGGAAC 
Re: GATTCGCCGTGGGACTTAG 190 105,5 65 

DNMT1 Fw: TGCGGTGGAAGAGATACAGA 
Re: ACGCTGAAGCAGGTTAGTTT 117 97,1 65 

DNMT3a Fw: CGCATTGTGTCTTGGTGGAT 
Re: GCAGGACCTCGTAGATAGCC 196 95,3 65 

DNMT3b Fw: AGGACTCGGTCTGAAAGCCC 
Re: GGACCTGGTAGTTGAGAACG 153 95,5 65 

TET1 Fw: TTTCTCTGGGGTCACTGCTT 
Re: CCCTTGATCCAAACTCATCTG 197 96,9 65 

TET2 Fw: AGCTCACCGAGACGCTAAGG 
Re: AAAGAAAAGGAGGCACCACA 121 100,9 65 

TET3 Fw: GAACTCATGGAGGAGCGGTA 
Re: GATCACCCACTTTGCGATG 117 96,1 65 

OCT4 Fw: GGAGGAAGCTGACAACAACG 
Re:	CACGTCTTTCTCCAGCCCGA 196 101,4 65 

NANOG Fw: CATGCCTGAAGAAAGTTACG 
Re: CTGGGGCTTGTGGAAGAATC 132 93,4 65 

pb, pares de base. Temp, temperatura. 1 RIOS et al., 2007. 2 VERRUMA et al., 2021. Fonte: Carolina 
Gennari Verruma (2020). 
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Uma amostra de pulmão bovino foi utilizada para padronização dos primers (com 

exceção do gene NANOG), dos experimentos e como controle de experimento, sendo utilizado 

em todas as corridas. Por ser um gene com expressão majoritariamente no início do 

desenvolvimento e não em tecidos específicos, os primers referentes ao gene NANOG foram 

padronizados com uma amostra extra de blastocistos. Seguindo Livak e Schmittgen  (2001), 

para cada gene foi realizada uma curva de diluição seriada, construindo um gráfico de quatro 

pontos de diluição (1:2), o que permitiu avaliar a eficiência e especificidade de cada par de 

primer. Foram considerados adequados para análise de expressão gênica apenas aqueles que 

apresentaram eficiência entre 90 e 110%, segundo as especificações do fabricante do 

equipamento StepOne. 

As análises foram realizadas com a utilização do sistema de detecção de sequência 

StepOne Plus Real-Time PCR com SYBR® Green PCR MasterMix (Applied Biosystems, USA) 

e como método de quantificação foi utilizado o Cq (ciclo de quantificação) comparativo ou 

quantificação relativa. As reações foram realizadas com 5µL de SYBR® Green PCR 

MasterMix, 0,5µL de primer foward (2pmol), 0,5µL de primer reverse (2pmol), 2µL de água 

e 2µL de cDNA [diluição 1:3 (v/v)] em um volume final de 10µL. As condições de amplificação 

foram: 95ºC por 10 minutos, seguido por 45 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 65ºC por um 

minuto. Ao final da amplificação, as amostras foram submetidas a uma curva de dissociação 

(melting curve) para verificar a especificidade e ausência de dímeros de primer (Figura 9). As 

reações foram avaliadas em triplicata para todos os genes (alvo e referência), sendo 

consideradas na análise apenas as que apresentaram desvio padrão menor ou igual a 0,3 (Figura 

10). Além disso, também foi incluído um controle negativo para cada gene para verificação de 

contaminação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



MATERIAL E MÉTODOS |  
 

 

57 

 
 
Figura 9 - Curva de melting dos genes avaliados. Análise da curva de melting demonstrando a 
especificidade dos primers utilizados. Os controles negativos estão representados nas linhas que não 
amplificaram durante a corrida. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 
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Figura 10 - Exemplo de amplificação dos genes avaliados, onde (A) gene IGF2 em vermelho e 
CDKN1C em rosa; (B) gene OCT4 em azul e DNMT1 em verde; (C) gene TET3 em verde e NANOG 
em azul; (D) gene KCNQ1OT1 em azul claro, H19 em verde e KCNQ1 em azul escuro; (E) gene 
DNMT3a em verde, TET1 em rosa e TET2 em vermelho; (F) gene ACTB em vermelho e DNMT3b em 
verde; (G) gene GAPDH em amarelo e PHLDA2 em azul escuro. Fonte: Carolina Gennari Verruma 
(2022). 
 

 
 Os resultados obtidos através da análise das amostras foram comparados diretamente e 

a normalização da expressão gênica foi realizada seguindo os preceitos de Pfaffl (2001) que 

leva em consideração o slope para a realização da quantificação relativa (do inglês relative 

quantification, RQ). Os cálculos foram realizados de acordo com a fórmula: 

 

 
 onde E é a eficiência da reação; RQ é a quantificação relativa de cada amostra.  

 

Para os cálculos foram utilizadas a eficiência do gene alvo (Ealvo) [ΔCq; variação entre 

o ciclo de quantificação do gene alvo no controle (Cqref) e o ciclo de quantificação do gene alvo 

da amostra (Cqamostra)] sobre a média de eficiência da reação dos genes de referência (EMref) 
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[ΔCq; variação entre a média do ciclo de quantificação dos genes de referência na amostra 

(MCqamostra) e média do ciclo de quantificação dos genes de referência no controle (MCqref)]. 

 

5.4 Análise de metilação do DNA da KvDMR1 e H19DMR 

 Os níveis de metilação do DNA da KvDMR1 e da H19DMR foram avaliados utilizando 

sequenciamento de nova geração (do inglês, next generation sequence, ou NGS) após 

conversão com bissulfito de sódio. Foram avaliados oócitos em estadio VG e MII, embriões em 

estadio de zigoto, 4-células, 8-células, mórula e blastocisto expandido (Bx). 

 

5.4.1 Extração do DNA 

 Para a extração de DNA dos oócitos e embriões, foram adicionados às amostras 2µL de 

Proteinase K (20ng/µL) (Invitrogen, USA) e 18µL de Tris HCl (10mM). As amostras foram 

incubadas por uma hora à 55ºC seguido de 10 minutos a 95ºC para inativação da enzima, sendo 

armazenadas ao final em freezer -20ºC. No dia seguinte, as amostras foram quantificadas em 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, USA) e aquelas com razão 

260nm:280nm próximas a 2 foram consideradas adequadas para uso. 

 

5.4.2 Conversão do DNA por bissulfito 

A conversão do DNA com bissulfito consiste na troca das citosinas não metiladas por 

timinas, o que permite analisar a metilação do DNA das regiões de interesse quando os 

fragmentos são sequenciados. A conversão do DNA foi feita utilizando o EpiTect Bissulfite Kit 

(QIAGEN, Hilden Germany) seguindo as recomendações do fabricante. As amostras de DNA 

foram descongeladas, homogeneizadas e um total de 30µL foi transferido para um microtubo 

de 200µL. Em seguida foram adicionados 10µL de água RNase-free, 85µL de mix de bissulfito 

e 15µL de DNA protect buffer. A solução com um volume total de 140µL foi incubada em 

termociclador Bio-Rad T100 Thermal Cycle (Bio-Rad Laboratories, USA) por 5 horas (Tabela 

2) para conversão do DNA. 
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Tabela 2 - Ciclagem determinada para conversão das citosinas não-metiladas em timinas utilizando 
bissulfito. 

Etapa Temperatura (ºC) Tempo (min) 

Denaturação 95 5 

Incubação 60 25 

Denaturação 95 5 

Incubação 60 85 

Denaturação 95 5 

Incubação 60 175 

Espera 20 Indefinido 

Fonte: EpiTect Bissulfite Kit (QIAGEN, Hilden Germany). 

 
Após o processo de conversão, foi realizada a limpeza do DNA seguindo as 

recomendações do fabricante. Primeiro, a solução foi transferida para um microtubo de 1,5mL, 

e em seguida foram adicionados 560µL de buffer BL (buffer BL + 10µg/mL de RNA carrier) 

e homogeneizados. A solução foi transferida para uma coluna (fornecida pelo kit), sendo 

centrifugada por 1 minuto à 14000xg. O líquido do tubo coletor foi descartado e o tubo foi 

conectado à coluna novamente. Em seguida, 500µL de buffer BW (do inglês, wash buffer) 

foram adicionados à coluna, sendo centrifugada por um minuto à 14000xg e o líquido do tubo 

coletor descartado. O tubo coletor foi recolocado na coluna e 500µL de buffer BD (do inglês, 

desulfonation buffer) foram adicionados, sendo incubado por 15 minutos em temperatura 

ambiente (15-25ºC). 

Após este período, a coluna foi centrifugada por um minuto à 14000xg e o líquido do 

tubo coletor descartado. Em seguida, 500µL de buffer BW foram adicionados à coluna e ela foi 

centrifugada por um minuto à 14000xg e o líquido do tubo coletor foi descartado, repetindo 

este passo uma vez. Após o descarte do líquido e tubo coletor, um novo tubo coletor (2mL) foi 

acoplado à coluna e ela foi centrifugada por um minuto à 14000xg para remoção de líquidos 

residuais. Somado a isto, a coluna foi incubada por cinco minutos à 56ºC com a tampa aberta 

para evaporação de líquidos remanescentes. Por fim, um novo microtubo (1,5mL) foi encaixado 

à coluna e 20µL de buffer BE (do inglês, elution buffer) foram adicionados ao centro da 

membrana. A coluna foi centrifugada por um minuto à 12000xg para eluição do DNA 

purificado. Para aumentar a quantidade de DNA, foram adicionados mais 20µL de buffer BE e 

a coluna foi novamente centrifugada, totalizando 40µL de DNA purificado. O material foi 
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armazenado em freezer -20ºC até realização da amplificação dos fragmentos de interesse por 

PCR. 

 

5.4.3 Amplificação da H19DMR e da KvDMR1 por PCR 

 Após a conversão, a H19DMR e KvDMR1 foram amplificadas por PCR end point em 

um termociclador Bio-Rad T100 Thermal Cycle (Bio-Rad Laboratories, USA) em uma reação 

com volume final de 25μl. Cada reação era composta por 2,5μl de 10x PCR buffer II, 1,5μl de 

MgCl2 (25mM), 0,5μl de dNTP (10mM), 0,5μl de cada primer (10pmol), 0,2μl de AmpliTaq 

Gold® DNA polymerase (5U/μl) (ThermoFisher Scientific, USA), 3μl de amostra e 16,3μl de 

água ultrapura. Para a amplificação, primeiro as amostras foram submetidas à 95ºC por cinco 

minutos, seguido por 50 ciclos de 45 segundos à 94ºC, 45 segundos à 59ºC e 45 segundos à 

72ºC. A extensão final foi de 10 minutos à 72ºC. A amplificação das regiões de interesse foi 

confirmada através de um gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio em uma 

eletroforese. Os produtos da PCR foram armazenados em freezer -20ºC até a realização do 

sequenciamento. 

 As ilhas CpGs da H19DMR e KvDMR1 foram preditas com o software MethPrimer 

(LI; DAHIYA, 2022). Baseado na localização das ilhas CpGs, os primers foram desenhados 

como descrito por Miranda-Furtado (2012). No fragmento escolhido são observadas 10 CpGs 

na H19DMR e 18CpGs na KvDMR1 (Figura 11), sendo adicionadas as sequências dos 

adaptadores identificadas pelo MiSeq (Illumina, USA). As sequências (adaptadores + primers) 

das duas regiões estão listadas na Tabela 3. 
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Figura 11 - Predição das ilhas CpGs e fragmento escolhido para amplificação da (A) H19DMR e (B) 
KvDMR1 localizadas no cromossomo 29 bovino. Segundo o software MethPrimer as ilhas CpGs estão 
representadas em azul. Abaixo está descrita a sequência de nucleotídeos do fragmento selecionado em 
cada região. As CpGs estão destacada em vermelho Fonte: Modificado de Li; Dahiya (2022). 
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Tabela 3 - Sequência de adaptadores (em negrito) e primers para reconhecimento e sequenciamento 
pelo MiSeq (Illumina, USA). 

Região Sequência dos primers (5’→ 3’) 
Comprimento do 

fragmento (pb) 

H19DMR 

Fw – TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG 

TTTGTTTTGGGTTGATTAAATAGATT 
253 

Re – GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 

CTAACCTATACAAACCAACAAAATC 

KvDMR1 

Fw – TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG 

GTTATATATGAGGGGTAAGTTGG 
276 

Re – GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 

AAACTAATACCRATACCACCCAAA 

pb, pares de base.  

 
5.4.4 Sequenciamento de nova geração pós conversão do DNA com bissulfito 

O sequenciamento das regiões de interesse foi realizado em parceria com o Laboratório 

de Genômica e Bioinformática do Núcleo de Biologia Experimental (NUBEX) da Universidade 

de Fortaleza (UNIFOR) sob coordenação da Profa. Dra. Cristiana L. M. Furtado. O 

sequenciamento pós-conversão com bissulfito (Bis-Seq) foi realizado usando o aparelho MiSeq 

(Illumina, USA). Os produtos de PCR contendo os adaptadores foram purificados utilizando 

beads magnéticas, e as bibliotecas foram preparadas com o Nextera XT index (96 indexes, 384 

samples) seguindo o protocolo correspondente ao 16S Metagenomic Sequencing Library 

Preparation modificado para sequenciamento de alvos específicos, de acordo com as instruções 

do fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando o MiSeq Reagent Kit v3, 600pb pair-

end conforme descrito por Miranda-Furtado e colaboradores (2019). A qualidade e 

especificidade do sequenciamento seguiram os padrões de qualidade determinados pelo 

fabricante com valor de qualidade da base determinada pelo Q-Score de 30 (Q30 = 1 erro a 

cada 1000 nucleotídeos sequenciados) > 70% para bibliotecas 300pb pair-end e passing filter 

até 1200-1400 k/mm2 clusters. 

 Os arquivos fastq de cada uma das amostras foram gerados na plataforma BaseSpace 

(Illumina, USA) (bcl2fastq2-v2-20). Os adaptadores e index foram removidos do fragmento 

usando o software Trimmomatic v0.38.124. A leitura das sequências pareadas foi realizada com 

auxílio do FLASH v1.2.11.425 e o alinhamento ao genoma convertido com bissulfito utilizando 

Bismark v0.18.2 com os parâmetros: -ambig_bam26, que também foi utilizado para contar os 

fragmentos com diferentes padrões de metilação do DNA. As regiões foram classificadas em 
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três de acordo com a porcentagem de metilação, sendo: (1) metiladas se houvesse ≥61% de 

ilhas CPGs metiladas, (2) parcialmente metiladas se apresentasse entre 31 e 60% de ilhas CPGs 

metiladas e (3) não-metiladas se apresentassem menos de 30% de ilhas CPGs metiladas. A 

visualização das CpGs metiladas nas duas regiões de interesse foi realizada baseando-se em 

Tabsat v1.0.227. 

  

5.5 Análise estatística  

 A expressão gênica foi avaliada a partir da comparação entre os dois estadios da 

maturação e entre os cinco estadios durante o desenvolvimento embrionário. A distribuição dos 

dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk (nível de significância: 0,05). O padrão de 

expressão de cada gene foi comparado utilizando o teste ANOVA (nível de significância: 0,05), 

seguido de teste post-hoc de Tukey. Todas as análises foram realizadas em R (v. 4.0.1) e 

RStudio (v. 1.4.1717). 
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6. Resultados 

 

6.1 Produção embrionária 

Um total de 13 replicatas foram realizadas para coletar as amostras necessárias nos sete 

estadios, sendo que 2478 zigotos iniciaram o cultivo in vitro. Durante o desenvolvimento, os 

embriões foram avaliados quanto à taxa de clivagem (48 horas após a fertilização), 

apresentando 86,50% ± 5,0 de embriões clivados e produção de blastocistos (D7) ao final do 

sétimo dia, apresentando uma taxa de 36,26% ± 10,7. 

A coleta dos oócitos e embriões foi realizada de acordo com Hafez e Hafez (2004) com 

a intenção de avaliar a regulação epigenética, o perfil de expressão genética e a metilação do 

DNA antes (oócito VG) e depois (oócito MII) da maturação in vitro, assim como antes (zigoto 

e 4-células), durante (8-células) e após a ativação do genoma bovino (mórula e blastocistos 

expandidos). 

 

6.2 Expressão gênica 

 

6.2.1 Genes controlados por imprinting localizados na H19DMR e KvDMR1 

 Nos genes controlados pela H19DMR, a expressão relativa foi detectada em, pelo 

menos, seis diferentes estadios durante a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário 

(Tabela 4). 

 
Tabela 4 - Ciclo de quantificação (média ± DP) dos genes controlados por imprinting localizados na 
H19DMR.  

Estadio 
Cq (Média + DP) 

IGF2 H19 

VG 30,50 ± 0,8 31,47 ± 1,23 

MII 28,10 ± 1,62 30,58 ± 1,49 

Zig 22,13 ± 0,54 23,81 ± 0,22 

4-cel 21,77 ± 0,44 24,88 ± 0,20 

8-cel 24,92 ± 1,50 26,99 ± 1,33 

Mor 27,86 ± 1,88 30,08 ± 1,48 

Bx 0 27,67 ± 0,52 

Cq, ciclo de quantificação. DP, desvio padrão. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase 
II. Zig, zigoto. 4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto 
expandido. 
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Entre os genes da ICR1 (H19DMR), o estadio de zigoto (ou embrião de uma célula) foi 

o que apresentou maior expressão gênica. Também foi o único estadio que apresentou diferença 

estatística quando sua expressão foi comparada com a de todos os demais, tanto para o gene 

H19 (F(6)= 41,89; p<0,01) quanto para o IGF2 (F(6)= 44,2; p<0,01). Em ambos os genes, ocorreu 

uma redução da expressão entre os estadios de zigoto e 4-células, seguido por um aumento da 

expressão no estadio seguinte 8-células (apesar de não significativa) e por uma nova redução 

até o estadio de Bx. O gene IGF2 não teve sua expressão detectada no estadio de Bx (Figura 

12). 

 
 

 
Figura 12 - Expressão relativa dos genes IGF2 e H19. O gráfico mostra os sete estadios avaliados, 
sendo antes e após a maturação oocitária (oócitos VG e MII) e durante o desenvolvimento pré-
implantacional (zigoto, 4-células, 8-células, mórula e Bx). Em rosa, genes maternalmente expressos e 
em azul, genes paternalmente expressos. Nota: letras diferentes significam diferença estatística (nível 
de significância: 0,05). Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 
 
 Nos genes controlados pela KvDMR1, a expressão relativa foi detectada em, pelo 

menos, quatro diferentes estadios durante a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário 

(Tabela 5). 
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Tabela 5 - Ciclo de quantificação (média ± DP) dos genes controlados por imprinting localizados na 
KvDMR1.  

Estadio 
Cq (Média ± DP) 

CDKN1C KCNQ1 KCNQ1OT1 PHLDA2 

VG 26,96 ± 0,55 0 28,77 ± 1,07 31,89 ± 0,13 

MII 27,37 ± 0 ,61 41,05 ± 1,21 28,46 ± 1,11 36,32 ± 0,92 

Zig 25,93 ± 0,45 32,88 ± 0,91 23,20 ± 0,33 32,32 ± 0,39 

4-cel 25,24 ± 1,03 32,88 ± 1,07 23,63 ± 0,18 33,08 ± 0,82 

8-cel 26,64 ± 1,73 36,17 ± 0,96 26,43 ± 0,63 36,43 ± 1,97 

Mor 29,69 ± 1,34 0 28,00 ± 0,67 37,32 ± 0,59 

Bx 27,25 ± 0,69 0 25,46 ± 0,53 35,54 ± 1,35 

Cq, ciclo de quantificação. DP, desvio padrão. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase 
II. Zig, zigoto. 4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto 
expandido. 
 

 

Os genes KCNQ1, KCNQ1OT1, CDKN1C e PHLDA2, envolvidos com a KvDMR1, 

apresentaram diferença significativa na expressão observada nos diferentes estadios (F(6)= 5,96; 

p<0,01; F(6)= 20,04; p<0,01; F(6)= 14,95; p<0,01; F(6)= 44,2; p<0,01). Assim como nos genes 

envolvidos com a H19DMR, o estadio de zigoto apresentou a maior expressão nos genes 

KCNQ1 e KCNQ1OT1 (Figura 13). Já o gene CDKN1C apresentou sua maior expressão em 

oócitos MII, enquanto para PHLDA2 a maior expressão foi observada em oócitos VG (Figura 

13). Com exceção do CDKN1C, pôde ser observada nos três outros genes uma redução 

significativa da expressão entre os estadios de zigoto e 4-células. 

O CDKN1C apresentou também um aumento significativo da expressão no estadio de 

8-células. Esse aumento também foi observado no genes KCNQ1OT1 e PHLDA2, porém sem 

diferença estatística. Esse aumento coincide, no caso de bovinos, com a ativação do genoma 

embrionário. Além disso, o KCNQ1 foi o gene da ICR2 (KvDMR1) que apresentou os menores 

níveis de expressão durante todos os estadios avaliados e não teve a sua expressão detectada 

em três dos estadios avaliados: oócitos VG, embriões em mórula e Bx (Figura 13) 
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Figura 13 - Expressão relativa dos genes CDKN1C, KCNQ1, KCNQ1OT1 e PHLDA2. O gráfico mostra 
os sete estadios avaliados, sendo antes e após a maturação oocitária (oócitos VG e MII) e durante o 
desenvolvimento pré-implantacional (zigoto, 4-células, 8-células, mórula e Bx). Em rosa, genes 
maternalmente expressos e em azul, genes paternalmente expressos. Nota: letras diferentes significam 
diferença estatística (nível de significância: 0,05). Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022) 
 

 
6.2.2 Genes relacionados à metilação do DNA  

Foram escolhidos os genes DNMT1, DNMT3a e DNMT3b relacionados à metilação do 

DNA. A detecção destes genes foi identificada em todos os estadios avaliados como mostra a 

Tabela 6.   
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Tabela 6 - Ciclo de quantificação (média ± DP) dos genes da família DNMT. 

Estadio 
Cq (Média ± DP) 

DNMT1 DNMT3a DNMT3b 

VG 22,53 ± 0,51 23,62 ± 0,25 21,52 ± 0,26 

MII 22,52 ± 0,33 23,74 ± 0,26 21,49 ± 0,32 

Zig 23,44 ± 1,24 23,30 ± 0,79 22,63 ± 0,66 

4-cel 23,27 ± 0,31 22,71 ± 0,35 23,64 ± 0,22 

8-cel 27,61 ± 1,68 26,66 ± 1,15 27,02 ± 0,59 

Mor 28,64 ± 0,25 28,67 ± 0,67 29,12 ± 0,17 

Bx 27,93 ± 0,70 23,53 ± 0,33 22,51 ± 0,80 

Cq, ciclo de quantificação. DP, desvio padrão. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase 
II. Zig, zigoto. 4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto 
expandido. 
 

Os estadios com maior expressão foram oócito MII seguido por oócito VG nos três 

genes da família DNMT. Foi possível observar uma redução significativa na expressão do 

DNMT1 (F(6)= 84,43; p<0,01), DNMT3a (F(6)= 63,22; p<0,01)  e DNMT3b (F(6)= 153,2; p<0,01) 

entre o final da maturação oocitária e início do desenvolvimento embrionário, até o estadio de 

4-células (Figura 14). Após a redução na expressão, o DNMT1 se manteve estável no decorrer 

do desenvolvimento embrionário. 

Por outro lado, apesar de não ter apresentado diferença estatística, foi possível observar 

um aumento na expressão dos genes DNMT3a e DNMT3b entre os estadios de 8-células e Bx. 

Embora seja em proporções diferentes, a análise dos gráficos mostra um comportamento 

semelhante entre a expressão dos genes DNMT3a e DNMT3b durante a maturação oocitária e 

desenvolvimento embrionário (Figura 14). 
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Figura 14 - Expressão relativa dos genes DNMT1, DNMT3a e DNMT3b. O gráfico mostra os sete 
estadios avaliados, sendo antes e após a maturação oocitária (oócitos VG e MII) e durante o 
desenvolvimento pré-implantacional (zigoto, 4-células, 8-células, mórula e Bx). Nota: letras diferentes 
significam diferença estatística (nível de significância: 0,05). Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 

 
Por outro lado, para avaliar os genes relacionados à desmetilação do DNA foram 

utilizados os genes TET1, TET2 e TET3. Assim como os genes da família DNMT, a expressão 

dos genes da família TET foi detectada em todos os estadios avaliados (Tabela 7). 
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Tabela 7 - Ciclo de quantificação (média ± DP) dos genes da família TET. 

Estadio 
Cq (Média ±  DP) 

TET1 TET2 TET3 

VG 33,24 ± 1,34 28,20 ± 0,22 22,79 ± 0,44 

MII 33,35 ± 1,06 28,73 ± 0,38 22,83 ± 0,47 

Zig 28,13 ± 0,40 27,67 ± 0,81 23,38 ± 0,88 

4-cel 28,72 ± 0,47 27,46 ± 0,13 23,16 ± 0,17 

8-cel 27,47 ± 0,82 31,46 ± 1,66 26,70 ± 1,31 

Mor 25,82 ± 0,68 32,97 ± 0,16 28,88 ± 0,28 

Bx 23,16 ± 0,27 30,56 ± 0,53 27,00 ± 0,60 

Cq, ciclo de quantificação. DP, desvio padrão. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase 
II. Zig, zigoto. 4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto 
expandido. 

 
A expressão do gene TET1 também foi diferente entre os estadios analisados (F(6)= 

128,8; p<0,01). Neste gene, foi possível observar que a expressão se manteve baixa até o estadio 

de 4-células quando começou a aumentar significativamente até o estadio de mórula (maior 

expressão dentre todos os avaliados), seguido por uma redução significativa em Bx (Figura 15). 

Antagonistas ao TET1, tanto para TET2 como TET3 o pico de expressão foi observado 

durante a maturação oocitária, em oócito MII (F(6)= 22,53; p<0,01 e F(6)= 73,99; p<0,01, 

respectivamente), como pode ser observado na Figura 15. É notável que TET2 e TET3 

apresentaram um padrão de expressão semelhante durante a maturação oocitária e o 

desenvolvimento embrionário com uma redução significativa entre os estadios de oócito MII e 

embriões 4-células, mantendo-se relativamente baixa até Bx (Figura 15). 
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Figura 15 - Expressão relativa dos genes TET1, TET2 e TET3. O gráfico mostra os sete estadios 
avaliados, sendo antes e após a maturação oocitária (oócitos VG e MII) e durante o desenvolvimento 
pré-implantacional (zigoto, 4-células, 8-células, mórula e Bx). Nota: letras diferentes significam 
diferença estatística (nível de significância: 0,05). Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 
 
 O padrão de expressão dos genes relacionados ao controle da metilação e desmetilação 

do DNA durante a maturação oocitária e início do desenvolvimento embrionário está 

representado na Figura 16. 
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Figura 16 - Genes que atuam na metilação (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b) e desmetilação do DNA 
(TET1, TET2 e TET3). Em vermelho estão representados os genes relacionados à metilação do DNA e 
em verde são os genes relacionados à desmetilação do DNA. O gradiente de cor representa expressão 
de cada um no decorrer da maturação oocitária e desenvolvimento embrionário, onde os tons mais 
escuros representam maior expressão e os mais claros representam menor expressão gênica. Fonte: 
Carolina Gennari Verruma (2022). 
 
 
6.2.3 Genes envolvidos na pluripotência embrionária  

Para analisar o desenvolvimento e a pluripotência dos embriões durante o cultivo in 

vitro, foram avaliados também os genes OCT4 e NANOG, por serem considerados genes 

importantes em relação à pluripotência durante o início do desenvolvimento embrionário. A 

expressão destes genes foi detectada em, pelo menos, quatro estadios, dentre os sete avaliados 

(Tabela 8). 
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Tabela 8 - Ciclo de quantificação (média ± DP) dos genes relacionados à pluripotência, OCT4 e 
NANOG. 

Estadio 
Cq (Média ± DP) 

OCT4 NANOG 

VG 22,49 ± 0,20 0 

MII 22,91 ± 0,29 0 

Zig 22,71 ± 0,51 0 

4-cel 23,01 ± 0,44 37,06 ± 2,01 

8-cel 26,08 ± 1,18 31,12 ± 1,27 

Mor 23,77 ± 0,68 31,23 ± 0,64 

Bx 20,12 ± 0,37 31,53 ± 0,12 

Cq, ciclo de quantificação. DP, desvio padrão. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase 
II. Zig, zigoto. 4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto 
expandido. 

 
 A expressão do gene OCT4 foi detectada em todos os estadios avaliados, sendo 

observadas variações entre a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário (F(6)= 115,9; 

p<0,01), como pode ser observado na Figura 17. Para este gene, o estadio que apresentou maior 

expressão foi a mórula, seguida pelo Bx. Foram observados dois períodos com elevada 

expressão desse gene, primeiro durante a maturação oocitária, seguido por uma redução 

significativa nos primeiros estadios de desenvolvimento embrionário. Após a ativação do 

genoma, ocorre o segundo pico no estadio de mórula. 

Para o gene NANOG a expressão não foi detectada durante a maturação do oócito, assim 

como no primeiro estadio embrionário, o zigoto. Sua expressão foi detectada apenas a partir de 

4-células, sendo observada uma variação na expressão até o estadio de Bx [F(6)= 11,8; p<0,01)]. 

Houve um aumento significativo até o estadio de mórula, momento de maior expressão, sendo 

seguido por uma redução significa no estadio seguinte, o Bx (Figura 17). 
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Figura 17 - Expressão relativa dos genes OCT4 e NANOG. O gráfico mostra os sete estadios avaliados, 
sendo antes e após a maturação oocitária (oócitos VG e MII) e durante o desenvolvimento pré-
implantacional (zigoto, 4-células, 8-células, mórula e Bx). Nota: letras diferentes significam diferença 
estatística (nível de significância: 0,05). Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022) 

 
6.3 Metilação da H19DMR e H19DMR 

 Os parâmetros de clusterização por lane foram de acordo com os previstos, não havendo 

over ou down cluster, com uma média de 895k/mm2 e passing filter de 87,7% (Figura 18).  

 

 
Figura 18 - Gráfico gerado pelo MiSeq (Illumina, USA) durante as etapas do sequenciamento. O 
parâmetro apontado pelo gráfico demonstra que as amostras passaram pelo teste de qualidade, filtro de 
pureza ou passing filter, antes de iniciar o sequenciamento. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 
 
 

 Um segundo parâmetro avaliado pelo MiSeq (Illumina, USA) é o Q-Score, onde Q30 

representa a probabilidade de erro de leitura de um nucleotídeo a cada 1000 lidos. Neste caso, 

Q30 foi maior que 72,8% (Figura 19). 
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Figura 19 - Gráfico gerado pelo MiSeq (Illumina, USA) durante a realização do sequenciamento. O 
valor de Q-Score mostra a probabilidade de erro de leitura durante o sequenciamento, onde Q30 
representa o erro de leitura de 1 nucleotídeo a cada 1000 lidos. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 
 

 Para avaliação da metilação do DNA nos sete estadios durante a maturação oocitária e 

desenvolvimento embrionário, foram escolhidos dois fragmentos que representam a H19DMR 

e a KvDMR1. A porcentagem média de metilação do DNA da H19DMR e KvDMR1 durante 

a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário pode ser observada na Figura 20. 

 

 
Figura 20 - Média de porcentagem de metilação do DNA da H19DMR e KvDMR1 nos sete estadios 
avaliados. Fonte: Carolina Gennari Verruma (2022). 

 
Dentro da H19DMR e KvDMR1 individualmente foram identificados 10 e 18 CpGs, 

respectivamente, onde ocorreu ou não a troca de nucleotídeos durante a conversão do material 
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com bissulfito. A análise das duas regiões está representada pelas Figuras 21 e 22. A coloração 

varia de roxo a amarelo de acordo com a porcentagem de metilação do DNA, onde quanto mais 

escuro (roxo) menor a metilação do DNA e quanto mais claro (amarelo) maior a porcentagem 

de metilação do DNA.  

 As 10 CpGs da H19DMR, assim como sua posição no genoma, estão representadas 

pelos círculos coloridos na Figura 21. Dos sete estadios avaliados, em cinco a H19DMR está 

hipermetilada (>61%). Apesar de hipermetilada nos dois estadios durante a maturação, é 

possível observar que ocorre um aumento da metilação do DNA durante a transição do oócito 

VG (68,32%) para MII (96,48%). No desenvolvimento embrionário ocorre uma redução 

gradativa da porcentagem de metilação do DNA até o estadio de mórula, onde embrião 8-

células e mórula são os únicos estadios parcialmente metilados. Entretanto, a porcentagem de 

metilação do DNA volta a subir no estadio de Bx (APÊNDICE A). 

Ao avaliar as 10 CpGs identificadas na H19DMR em cada estadio separadamente, pode-

se dizer que elas apresentam a menor variação na metilação do DNA em oócito MII e embrião 

em mórula (Figura 21). 

 

 
Figura 21 - Porcentagem média de metilação do DNA nas 10 CpGs avaliadas na H19DMR. O eixo x 
mostra a posição das CpGs no genoma, enquanto o eixo y representa os sete estadios avaliados. As 
amostras representadas em verde e amarelo estão hipermetiladas (>61%) enquanto as CpGs em azul e 
roxo estão parcialmente (31-60%) e hipometiladas (<30%), respectivamente. Fonte: Carolina Gennari 
Verruma (2022). 
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 A segunda região avaliada foi a KvDMR1, também localizada no cromossomo 29. No 

fragmento escolhido foram identificadas 18 CpGs (Figura 22). Dos sete estadios avaliados, em 

seis a KvDMR1 apresentou hipermetilação (>61%). Assim como observado na H19DMR, na 

KvDMR1 também foi possível observar um aumento da metilação do DNA durante a 

maturação dos oócitos, passando de 77,45 para 88,98% (Figura 20). Apesar de hipermetilada 

durante quase todo o desenvolvimento embrionário, pode ser observada uma variação na 

porcentagem de metilação do DNA (APÊNDICE B). 

Entre os estadios de zigoto e mórula ocorreu um aumento gradativo (de 68,77 para 

81,04%) na metilação do DNA. O último estadio avaliado durante o desenvolvimento pré-

implantacional, o Bx, foi o único que estava parcialmente metilado (36,64%). 

A avaliação das 18CpGs em cada estadio separadamente mostrou que em zigoto, 4-

células e Bx foram encontradas as menores variações nos níveis de metilação DNA. Por outro 

lado, na sexta CpG (posição 50580085) dos oócitos VG e MII é possível observar uma 

hipometilação (19,95% e 5,68%, respectivamente) enquanto as outras 17 CpGs estão 

hipermetiladas  

 

 
Figura 22 - Porcentagem média de metilação do DNA nas 18 CpGs avaliadas na KvDMR1. O eixo x 
mostra a posição das CpGs no genoma, enquanto o eixo y representa os sete estadios avaliados. As 
amostras representadas em verde e amarelo estão hipermetiladas (>61%) enquanto as CpGs em azul e 
roxo estão parcialmente (31-60%) e hipometiladas (<30%), respectivamente. Fonte: Carolina Gennari 
Verruma (2022). 
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7. Discussão 

 

A produção in vitro de embriões bovinos é uma ferramenta útil para obtenção de 

material biológico para estudos relacionados à gametogênese e desenvolvimento embrionário 

pré-implantacional. Se as etapas forem desempenhadas da maneira correta, é possível realizar 

análises morfofisiológicas e em nível genômico durante a maturação de oócitos, assim como 

acompanhar os primeiros sete dias do desenvolvimento do embrião. Em nossos resultados foi 

observada uma taxa de clivagem de mais de 85% e a produção de blastocistos ao final do cultivo 

foi de cerca de 36%, o que vai de acordo com os dados de produção embrionária apresentados 

na literatura (CAMARGO et al., 2006; LONERGAN; FAIR, 2016). Isso demonstra que os 

embriões se desenvolveram no ambiente apropriado e de maneira correta, diminuindo a 

probabilidade de interferência externa na regulação da expressão gênica embrionária e 

conferindo maior confiabilidade nos resultados obtidos.  

Os primeiros dias de um embrião, também conhecido por desenvolvimento pré-

implantacional, são cruciais para o sucesso da gestação. Determinados genes, como aqueles 

controlados por imprinting, são essenciais durante este período e, como pode ser observado em 

nossos resultados, o perfil de expressão varia tanto na maturação in vitro do oócito como no 

início do desenvolvimento embrionário. Além disso, os genes envolvidos na metilação e 

desmetilação do DNA também apresentaram variações nestes períodos. Processos epigenéticos, 

como o imprinting genômico, são fundamentais para o desenvolvimento fetal e placentário. 

Diversos genes que são controlados por imprinting podem ser estadio, tecido e/ou espécie 

específicos e estas características os tornam difíceis de serem estudados em modelos animais 

(MÉNÉZO; HÉRUBEL, 2002). Exemplo disto é que enquanto em humanos já foram descritos 

mais de 100 genes controlados por imprinting, apenas um terço desse número é descrito em 

bovinos (CHEN et al., 2015; JIANG et al., 2015; TUCCI et al., 2019). 

É importante compreender o papel de cada gene, como eles atuam e, principalmente, os 

processos epigenéticos envolvidos durante o início do desenvolvimento embrionário, tanto em 

humanos como nas espécies candidatas à modelo animal para escolher o modelo mais 

adequado. Neste estudo, os genes avaliados que são controlados por imprinting genômico 

apresentam expressão monoalélilca tanto em humanos como bovinos (CHEN et al., 2013, 2015; 

JIANG et al., 2015) e já foi demonstrado que modificações no perfil de expressão durante o 

desenvolvimento embrionário podem levar ao desenvolvimento de síndromes e alterações 

fenotípicas semelhantes em ambos as espécies (NAGAI; MEGURO-HORIKE; HORIKE, 

2012; CHEN et al., 2013, 2015). 
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O desenvolvimento pré-implantacional do embrião é marcado por alterações 

significativas (de ganhos e perdas) na metilação global do DNA (TUCCI et al., 2019). 

Responsáveis pela adição do grupo metil no quinto carbono da citosina, as enzimas da família 

DNA metiltransferases (DNMTs) são fundamentais para a metilação do DNA (REIK et al., 

2001), influenciando diretamente na reprogramação epigenética embrionária. Segundo Von 

Meyenn e Reik (2015), a reprogramação epigenética é um processo fundamental para os 

mamíferos e parece ser altamente conservada entre determinadas espécies. Em nossos 

resultados, foi possível observar a expressão de DNMT1, DNMT3a e DNMT3b antes (VG) e 

depois da maturação in vitro dos oócitos (MII), assim como nos cinco momentos avaliados 

durante o desenvolvimento pré-implantacional, corroborando com os dados já apresentados na 

literatura (LODDE et al., 2009; UYSAL et al., 2015).  

Apesar de apresentarem proporções diferentes de expressão, o DNMT1, DNMT3a e 

DNMT3b mostraram um comportamento semelhante de expressão entre os estadios de oócitos 

VG e embriões 4-células. Houve um aumento na expressão durante a maturação oocitária, 

reduzindo significativamente no estadio de zigoto (momento de maior expressão em embriões) 

e 4-células. Nos estadios seguintes, ocorreu um aumento na expressão tanto em DNMT3a 

quanto em DNMT3b. Assim como observado em nossos resultados, durante a maturação 

oocitária e início do desenvolvimento embrionário, os genes da família DNMT apresentam um 

padrão dinâmico de expressão gênica, aumentando e diminuindo sua expressão dependendo do 

estadio (UYSAL et al., 2015). 

O DNMT1 é um dos responsáveis pela manutenção da metilação do DNA, sendo 

importante durante a maturação oocitária e desenvolvimento pré-implantacional, 

principalmente em genes controlados por imprinting que não sofrem o apagamento e posterior 

reestabelecimento das marcas durante a reprogramação epigenética (BINISZKIEWICZ et al., 

2002; DELAVAL; FEIL, 2004). É possível observar em nossos resultados que o DNMT1 

apresentou as maiores taxas de expressão durante a maturação oocitária e, sabe-se que em 

camundongos, a Dnmt1 materna e a produzida pelo zigoto são capazes de manter as marcas 

epigenéticas trazidas pelos gametas durante a reprogramação epigenética embrionária 

(HIRASAWA et al., 2008). Em bovinos, a reprogramação no início do desenvolvimento 

acontece devido à uma desmetilação ativa do genoma e atuação das enzimas da família TET, 

somado a uma desmetilação passiva devido à baixa ação do DNMT1, corroborando com os 

resultados encontrados, onde o gene DNMT1 apresenta baixa expressão no início do 

desenvolvimento (MESSERSCHMIDT; KNOWLES; SOLTER, 2014; MILAZZOTTO et al., 

2020). 
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Semelhante ao observado nas duas regiões avaliadas neste trabalho, estudos apontam 

que oócitos imaturos apresentam menores níveis do metilação global do DNA, aumentando 

gradativamente durante seu crescimento e maturação (SENDŽIKAITĖ; KELSEY, 2019). O 

aumento significativo da expressão dos genes DNMT3a e DNMT3b durante a maturação 

oocitária vai de acordo com o aumento da metilação do DNA de regiões controladas por 

imprinting (O’DOHERTY; O’SHEA; FAIR, 2012; MESSERSCHMIDT; KNOWLES; 

SOLTER, 2014; RAY, 2022), mostrando a importância desta família para a correta marcação 

epigenética e posterior desenvolvimento embrionário. Somado a isso, pode ser observado que 

a expressão dos dois genes volta a subir após a ativação do genoma embrionário, que ocorre 

majoritariamente no período de 8-16 células em bovinos (MEIRELLES et al., 2004; GRAF et 

al., 2014). 

A função primária destes genes é a metilação de novo de células não-metiladas e a sua 

expressão pode ser diretamente relacionada com o aumento da metilação do DNA após a 

reprogramação epigenética (ZENG; CHEN, 2019), o que corrobora com os resultados 

encontrados neste trabalho. Além da metilação de novo, relatos mostram que na ausência do 

Dnmt1, o Dnmt3a e o Dnmt3b atuam na metilação de manutenção do DNA, preservando parte 

da metilação do DNA de algumas regiões que apresentam imprinting genômico, em 

camundongos (OKANO et al., 1999; MILAZZOTTO et al., 2020). 

Enquanto a metilação do DNA é guiada pelas enzimas da família DNA metiltransferase, 

a desmetilação ocorre devido à atuação dos genes da família TET, os genes TET1, TE2 e TET3 

(LI et al., 2015). Juntas, as enzimas DNMTs e TETs trabalham em concordância para que seja 

possível a correta reprogramação epigenética e ativação do genoma do embrião no início do 

desenvolvimento (ARAND et al., 2022). No entanto, a desmetilação do DNA que ocorre 

durante a reprogramação epigenética parece ter como propósito principal apenas o apagamento 

das marcas epigenéticas, visto que ainda não existem evidências de que ela esteja associada à 

alterações na expressão gênica (VON MEYENN; REIK, 2015). 

Os genes da família TET são responsáveis, de maneira geral, pela desmetilação do DNA 

através do processo de oxidação da 5mC (KOHLI; ZHANG, 2013). Apesar de apresentarem 

funções específicas distintas, os três genes desta família também atuam em conjunto, uma vez 

que parece ocorrer uma realocação das funções de um ou dois genes da família quando na 

ausência do terceiro, como em um mecanismo de compensação, mantendo assim a regulação 

epigenética. Entretanto, como isso ocorre ainda é desconhecido, o que torna de grande 

importância entender o comportamento desses genes no início do desenvolvimento, assim como 

a caracterização de todas as suas funções em diferentes espécies (CHENG et al., 2019; 
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GARCIA-OUTEIRAL et al., 2021). 

 Em nosso estudo foi possível observar que enquanto TET1 apresentou as maiores taxas 

de expressão nos pontos mais tardios do desenvolvimento (mórula e Bx), em TET2 e TET3 

esses picos são observados durante a maturação oocitária (tanto em VG quanto em MII). Esse 

fato corrobora com estudo realizado em camundongos (AKAHORI et al., 2015), onde os 

resultados apontam para alta expressão do Tet3 em oócitos e zigotos. Em bovinos, é possível 

observar que ocorre um aumento, não significativo, no decorrer do desenvolvimento 

embrionário de TET3. Além disso, se compararmos a expressão dos três genes em oócitos, 

TET3 é o que apresenta a maior expressão (CHENG et al., 2019). Acredita-se que, o TET3 

bovino está envolvido com a desmetilação do genoma materno e, além do processo de oxidação, 

ele seria capaz de controlar os níveis de metilação do DNA impedindo a adição de novos 

grupamentos metil durante o processo de metilação de novo (PEAT et al., 2014; ZHANG et al., 

2017). 

 O perfil de metilação do DNA de um organismo permanece estável e é passado paras as 

células-filha sem alterações, graças à ação da DNMT1, na maior parte da sua vida. Porém, 

durante a reprogramação epigenética que ocorre no início do desenvolvimento embrionário e é 

influenciada diretamente pelas enzimas DNMTs e TETs, ocorre o apagamento das marcas 

epigenéticas de todo o genoma, com exceção de algumas regiões como as ICRs, onde são 

encontrados os genes controlados por imprinting (TUCCI et al., 2019; MILAZZOTTO et al., 

2020). Neste trabalho, é importante ressaltar que todos os genes controlados por imprinting 

avaliados apresentam o mesmo padrão (imprinting paterno ou materno) em humanos e bovinos. 

As regiões ICR1 e ICR2 são altamente conservadas em diferentes espécies de 

mamíferos como humanos, cachorros e bovinos (DONATO et al., 2017). Os genes encontrados 

nessas regiões, localizados no cromossomo humano autossomo 11 (11p15.5) e bovino 29, são 

alguns dos muitos genes essenciais para o desenvolvimento do organismo. Na região telomérica  

da ICR1 (H19DMR), o gene IGF2 apresenta imprinting materno e sua expressão só é detectada 

quando são avaliados pools com dez ou mais embriões devido ao baixo perfil de expressão 

durante o início do desenvolvimento em bovinos (KAWASE et al., 2000). Seguindo a literatura, 

todos os grupos analisados no presente trabalho foram formados por pools com número superior 

a dez, tanto de oócitos como de embriões, e a expressão do IGF2 foi detectada em todos os 

estadios, com exceção de Bx, sendo o estadio de zigoto o que apresentou maior expressão. Este 

gene transcreve um importante fator de crescimento e já foi demonstrado que, quando ocorre 

um aumento da sua expressão, ele pode apresentar expressão bialélica e atuar como um 

oncogene, sendo altamente relacionado com o aparecimento de tumores e síndromes de hiper 
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crescimento, como a SBW (MURRELL et al., 2004; SMITH et al., 2006; RENFREE et al., 

2013). 

Além da importância no início do desenvolvimento embrionário, estudo recente 

ressaltou a relevância deste gene no final da gestação em humanos. Sandovici e colaboradores 

(2022) mostraram que o gene IGF2 fetal parece estar envolvido na vascularização da placenta 

e que problemas na gestação devido à placentação podem estar relacionados à baixa emissão 

de sinais pelo feto e, consequentemente, redução na formação dos vasos sanguíneos. 

Fisicamente próximo ao IGF2, o H19 (imprinting paterno) transcreve um lncRNA 

conservado em mamíferos marsupiais e placentários, além de ser um dos primeiros lncRNA 

descritos na literatura como funcional (BRANNAN et al., 1990; SUZUKI et al., 2011a). Ele 

atua em oposição ao IGF2, reprimindo o peso e tamanho do feto, e modificações no perfil de 

sua expressão durante o desenvolvimento pré-implantacional influenciam a expressão de genes 

vizinhos (SMITS et al., 2008; KAWAHARA et al., 2009; RENFREE et al., 2013; 

BOUCKENHEIMER et al., 2016). Nossos resultados mostraram que em todos os estadios a 

expressão do H19 foi superior à do IGF2. No entanto, os dois genes apresentaram padrão 

semelhante, com a maior expressão no estadio de zigoto, seguido pela redução e estabilidade 

na expressão no decorrer do desenvolvimento. Já foi demonstrado que alterações na metilação 

do DNA na H19DMR alteram o padrão de expressão destes genes e podem levar ao 

desenvolvimento da síndrome de Silver-Russel quando a DMR encontra-se hipometilada e o 

H19 aumenta sua expressão (GICQUEL et al., 2005), ou ao desenvolvimento de SBW quando 

o oposto ocorre. É importante ressaltar que o presente trabalho foi realizado em condições de 

reprodução assistida, que podem provocar alterações epigenéticas, que incluem o 

desenvolvimento de SBW, em humanos, ou LOS em bovinos. 

A análise da metilação do DNA da H19DMR durante a maturação oocitária e 

desenvolvimento embrionário mostrou que a mesma se manteve hipermetilada na maioria dos 

estadios avaliados, sendo parcialmente metilada (~53,5%) apenas em embriões 8-células e 

mórula. Nossos resultados são semelhantes aos encontrado por Miranda-Furtado (2012) em 

oócitos VG, MII e Bx. Entretanto, diferente da hipermetilação observada nos blastocistos 

produzidos in vitro, blastocistos produzidos in vivo apresentaram hipometilação (20-32%) da 

H19DMR no sétimo dia de desenvolvimento (O’DOHERTY et al., 2015). Diferenças nos níveis 

de metilação do DNA e na expressão gênica em oócitos e embriões manipulados in vivo e in 

vitro são descritos com frequência em diferentes espécies (URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO; 

NIEMANN, 2014; ADONA et al., 2016; OSMAN; FRANASIAK; SCOTT, 2018). 

Nossos resultados mostram uma hipermetilação de oócitos VG (cerca de 70%). 
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Fagundes e colaboradores (2011) avaliaram o nível de metilação do DNA da H19DMR de 

oócitos bovinos provenientes de folículos de diferentes tamanhos. Os autores observaram que 

oócitos de folículos maiores eram mais competentes e apresentavam maior nível de metilação 

na H19DMR no estadio de VG se comparado aos oócitos de folículos menores. É importante 

ressaltar também que todos os oócitos selecionados em nosso estudo eram provenientes de 

folículos maiores, além de todos serem classificados como grau I. 

No entanto, diferente do encontrado no nosso trabalho, Fagundes e colaboradores 

(2011) observaram também que a metilação da H19DMR reduz após a maturação in vitro dos 

oócitos considerados mais competentes e não aumenta como foi observado em nossos 

resultados. Já Borghol e colaboradores (2006) relataram diferentes resultados ao avaliarem 

oócitos humanos maturados in vitro. Os autores relataram que os oócitos apresentaram 

diferentes porcentagens de metilação da H19DMR variando entre 0 e 100% de metilação nesta 

mesma região.  

Na ICR2, a KvDMR1 influencia um maior número de genes que são controlados por 

imprinting e estão localizados próximos à ela, como o KCNQ1, KCNQ1OT1, CDKN1C e 

PHLDA2 (STAMPONE et al., 2018). O gene KCNQ1 pertence a uma vasta família de genes 

envolvidos na produção de canais de potássio importantes em processos biológicos como troca 

de íons para a manutenção do volume celular (ABBOTT, 2014). Os resultados apresentados no 

presente trabalho mostram que ele apresentou o maior nível de expressão em zigotos, reduzindo 

sua expressão durante o desenvolvimento e, entre os genes avaliados, é o que apresentou o mais 

baixo nível de expressão, com uma redução significativa entre os estadios de 4 e 8-células, além 

de não ter sido detectada nos estadios de oócito VG, embrião em mórula e Bx. Em humanos, 

em momentos mais avançados da gestação, este gene apresenta expressão bialélica em tecidos 

específicos (como o coração) e a proteína transcrita por ele interage com outras na formação de 

canais de potássio, sendo crucial para a repolarização do tecido cardíaco (KOROSTOWSKI et 

al., 2012; STAMPONE et al., 2018). 

A KvDMR1 está localizada no íntron 10 do gene KCNQ1 e o nível de metilação de 

DNA desta região pode influenciar a expressão deste gene e de outros localizados próximos à 

ela (MANCINI-DINARDO et al., 2003; BEATTY; WEKSBERG; SADOWSKI, 2006; HORI 

et al., 2010; DONATO et al., 2017). Na análise da KvDMR1, todos os estadios avaliados, com 

exceção do Bx, apresentaram hipermetilação variando entre 68,77 e 85,98%. Ao contrário do 

que ocorreu na H19DMR, a KvDMR1 apresentou hipometilação no estadio de Bx, porcentagem 

semelhante ao encontrado por Miranda-Furtado (2012) quando blastocistos iniciais e 

expandidos (Bx) foram avaliados quanto a metilação do DNA. Pode ser observado que ocorreu 
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um aumento na metilação da KvDMR1 durante a maturação in vitro dos oócitos. Esse aumento 

já foi relatado em oócitos humanos entre os estadios de VG e MII quando estes também foram 

maturados in vitro (KHOUREIRY et al., 2008).  

É interessante ressaltar que das 18 CpGs avaliadas nesta região, a última (posição 

50580202) foi a que apresentou porcentagem de metilação do DNA com menor variação 

(63,93-69,01%) entre todos os estadios avaliados. Percebe-se que a maioria delas apresentou 

uma elevada variação no decorrer do desenvolvimento. Além disso, a sexta CpG (posição 

50580085) foi a única que apresentou metilação do DNA próxima a zero durante a maturação 

oocitária, enquanto as outras estavam hipermetiladas.  

Em teoria, com exceção dos gametas, as regiões diferencialmente metiladas apresentam 

metilação do DNA próximo à 50%, porém variações são observadas com frequência, em 

diferentes espécies, quando são utilizadas diferentes técnicas de reprodução assistida (HIURA 

et al., 2014; URREGO; RODRIGUEZ-OSORIO; NIEMANN, 2014; HATTORI et al., 2019; 

MANGIAVACCHI et al., 2022) Entretanto, essas alterações não necessariamente levam a 

alterações fenotípicas (GOMES et al., 2009). 

 Antisense ao KCNQ1, o gene KCNQ1OT1 é paternalmente expresso e influencia a 

atividade dos diversos genes vizinhos. Neste trabalho, foi possível observar que a expressão 

desse gene se manteve estável durante a maturação oocitária e desenvolvimento embrionário, 

apresentando apenas um aumento significativo em zigoto, seguido por uma redução no estadio 

seguinte. Já oócito VG foi o momento com a menor expressão. O KCNQ1OT1 transcreve um 

lncRNA antisense ao KCNQ1 que atua na regulação da cromatina, além de atuar no núcleo 

celular, influenciando diretamente na regulação da expressão de vários genes fisicamente 

próximos a ele, como é o caso do CDKN1C (MITSUYA et al., 1999; STAMPONE et al., 2018). 

Sabe-se que os RNAs não codificadores, principalmente os lncRNAs, são muito relevantes nos 

processos epigenéticos e parecem estar envolvidos nas alterações epigenéticas descritas no 

início do desenvolvimento (RIVERA et al., 2021). De maneira semelhante ao observado em 

bovinos e humanos, em camundongos já foi demonstrada também a importância deste gene na 

regulação da metilação do DNA e expressão gênica (MA et al., 2022). 

Alterações epigenéticas na região do KCNQ1OT1 são descritas tanto em humanos como 

em bovinos, estando relacionadas a alterações fenotípicas e ao desenvolvimento da SBW em 

humanos e LOS em bovino (HORI et al., 2010; CHEN et al., 2013). Além disso, quando a 

região encontra-se hipometilada e o KCNQ1OT1 aumenta sua expressão, os genes 

maternalmente expressos localizados no mesmo locus, como o KCNQ1 e o CDKN1C, podem 

ser silenciados (LEE et al., 1999; DEBAUN; NIEMITZ; FEINBERG, 2003; HORI et al., 2010).  
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Dentre os genes avaliados, o CDKN1C é o que apresentou maior variação de expressão. 

É possível observar dois picos, primeiro em oócito VG e em seguida em embrião 8-células, 

seguido por uma redução significativa. Por outro lado, os estadios de 4-células e Bx são os que 

apresentaram os menores níveis de expressão. Em bovinos, foi demonstrado por Driver e 

colaboradores (2013) que o silenciamento do CDKN1C acarreta uma redução na taxa de 

produção de blastocistos ao final do desenvolvimento in vitro. Avaliado em diferentes espécies, 

o CDKN1C parece ter uma estreita relação com a nutrição fetal durante a gestação. Em 

humanos, análises em coortes mostraram que esse gene apresenta baixa expressão em diferentes 

tecidos, com exceção da placenta, onde é observada elevada expressão. Este fato leva a crer 

que o CDKN1C tem grande importância na manutenção e correta evolução da gestação 

(SUNTHARALINGHAM et al., 2019). Já em estudos em camundongos e bovinos mostram 

que a p57Kip2 pode ser relacionada aos nutrientes fornecidos ao feto pela placenta materna e, 

junto com outros genes como o PHLDA2, o CDKN1C é essencial durante o início do 

desenvolvimento embrionário (TUNSTER; VAN DE PETTE; JOHN, 2011, 2012; DRIVER et 

al., 2013). 

 O gene PHLDA2 apresenta imprinting paterno e é um dos genes regulados pela 

KvDMR1. É interessante ressaltar que, dentre os seis genes avaliados na KvDMR1, apenas ele 

apresentou redução da expressão durante a maturação oocitária. O PHLDA2 é um gene que 

varia entre expressão monoalélica e bialélica dependendo do período do desenvolvimento, 

assim como do tecido avaliado. Em embriões bovinos sua expressão é monoalélica, enquanto 

em tecidos com alto grau de diferenciação, como o tecido cerebral, é observada expressão 

bialélica (SIKORA et al., 2011). Essa alteração na expressão no decorrer do desenvolvimento 

e especificidade tecidual também já foi observada em humanos, como descrito por Qian e 

colaboradores (1997). 

Em camundongos, o Phlda2 está relacionado ao controle de diversos genes, regulando 

o crescimento placentário, assim como a exposição fetal a diferentes hormônios (TUNSTER; 

CREETH; JOHN, 2016). Angiolinie e colaboradores (2021) mostraram que o Phlda2 parece 

também influenciar na permeabilidade da placenta, influenciando diretamente no fornecimento 

de nutrientes e crescimento fetal. Entretanto, ainda são desconhecidos quais mecanismos estão 

envolvidos. Assim como apresentado por Jiang e colaboradores (2015), após a ativação do 

genoma o PHLDA2 teve um aumento da expressão até o estadio de mórula, reduzindo em 

seguida até Bx, que apresentou uma expressão próxima a zero. Sabendo que embriões em 

degeneração apresentam elevada expressão do PHLDA2 (DRIVER et al., 2013), os resultados 

apresentados neste trabalho levam a crer que os embriões se desenvolviam de maneira correta, 
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visto que a expressão se manteve baixa durante todo o cultivo in vitro. 

Análises evolutivas de diferentes espécies de mamíferos demonstraram que o imprinting 

genômico da H19DMR surgiu mais cedo evolutivamente do que na KvDMR1, uma vez que ele 

foi identificado também em algumas espécies de mamíferos marsupiais (SUZUKI et al., 2005, 

2011b). Por outro lado, o imprinting genômico da KvDMR1, onde são encontrados o CDKN1C, 

KCNQ1 e PHLDA2, surgiu mais tardio na evolução da classe Mammalia, após a divisão dos 

grupos em metatérios (marsupiais) e eutérios (placentários), sendo evidenciado apenas em 

mamíferos placentários. Sabe-se também que os genes da KvDMR1 são evolutivamente mais 

próximos em bovinos e humanos do que quando comparados humanos e camundongos (RIOS, 

2007; SIKORA et al., 2011; SUZUKI et al., 2011b; BAMIDELE; OMITOGUN; IMUMORIN, 

2015). 

Assim como a expressão gênica, a metilação global do DNA é dinâmica durante o 

desenvolvimento embrionário. Sabe-se que o sexo do embrião pode influenciar os níveis de 

metilação do DNA até o estadio de blastocisto em bovinos. Entre os estadios de 6-8 células e 

blastocisto, embriões XY apresentam uma maior variação na metilação global do DNA do que 

embriões XX no mesmo período (DOBBS et al., 2013). Análises realizadas com pools de 

embriões ao invés de um único embrião são importantes por minimizarem influências externas 

como a relatada. Em nosso trabalho, os pools eram heterogêneos, sendo formados por embriões 

XX e XY, uma vez que as palhetas de sêmen utilizadas não eram sexadas. 

 Além dos genes relacionados à metilação e desmetilação do DNA e genes controlados 

por imprinting, também foi avaliada a expressão de dois genes importantes à pluripotência 

celular, o OCT4 e o NANOG. Diferente dos genes controlados por imprinting, os genes 

relacionados à pluripotência apresentam expressão bialélica e não são influenciados pela 

reprogramação epigenética (EDWARDS et al., 2019). Entretanto, esses genes podem ser 

influenciados pelos genes da família DNMT e TET, principalmente o TET3. Sabe-se que o TET3 

atua ativamente na desmetilação do DNA através de processos como a oxidação e que o 

knockdown deste gene no início do desenvolvimento acarreta um aumento expressivo da 

metilação do DNA além de alterar a regulação de genes importantes ao desenvolvimento, como 

OCT4 e o NANOG (GU et al., 2011; PEAT et al., 2014; CHENG et al., 2019). 

 O gene OCT4 apresentou dois picos de maior expressão durante o período analisado: 

primeiro durante a maturação oocitária e depois em mórula (maior expressão) e Bx durante o 

desenvolvimento embrionário, comportamento semelhante ao observado na literatura (KHAN 

et al., 2012). Simmet e colaboradores (2018) demonstraram que embriões produzidos por 

transferência nuclear de célula somática (TNCS), cujas células a serem clonadas tinham o 
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OCT4 silenciado, apresentavam no estadio de mórula o RNAm de OCT4 de origem materna, o 

que demonstra a importância da elevada expressão deste gene em oócitos. Já o segundo 

aumento da expressão deste gene durante o desenvolvimento embrionário vai de acordo com a 

sua função, uma vez que ele é um dos responsáveis pela primeira diferenciação celular que 

ocorre no embrião. Sabe-se que entre os estadios de mórula e blastocisto é iniciada a cavitação 

da blastocele e a diferenciação nas duas primeiras linhagens celulares, a MCI e TE (BERG et 

al., 2011; BÓ; MAPLETOFT, 2013; CARREIRO et al., 2021). Apesar do OCT4 ser 

fundamental para a diferenciação celular, sua ausência não é o suficiente para impedir o 

desenvolvimento embrionário. Porém, ele parece ser essencial para a manutenção da expressão 

do gene NANOG nos últimos momentos do desenvolvimento pré-implentacional (SIMMET et 

al., 2018). 

A expressão do gene NANOG não foi detectada durante a maturação oocitária e em 

zigoto, aparecendo apenas a partir de 4-células nos embriões bovinos analisados. Diferente dos 

resultados encontrados, a literatura descreve que, em bovinos, a expressão deste gene é 

observada apenas a partir de embriões de 8-células (KHAN et al., 2012; GRAF et al., 2014) e 

não 4-células. As amostras avaliadas neste trabalho eram formadas por pools de embriões e, 

apesar de todos apresentarem morfologicamente 4-células, existe a possibilidade de alguns 

deles estarem em período de transição, iniciando assim a clivagem para o estadio de 8-células. 

Esse fator pode ter contribuído para a detecção da expressão do gene NANOG, apesar de 

extremamente baixa, em embriões em estadio de 4-células. 

Apesar disso, o comportamento dos genes durante a maturação oocitária e 

desenvolvimento pré-implantacional corroboram os resultados encontrados na literatura acerca 

de ambos os genes (KHAN et al., 2012; AGUILA et al., 2022). De maneira semelhante ao 

OCT4, o silenciamento do gene NANOG em zigotos bovinos não interfere no desenvolvimento 

embrionário e formação da blastocele, fato este que leva a crer que ele não tem influência na 

formação da MCI (ORTEGA et al., 2019). 

Apesar de atuarem em momentos diferentes, acredita-se que a ativação do NANOG pode 

estar relacionada com o OCT4. A estreita relação entre os genes de pluripotência, caso do 

OCT4, NANOG e CDX2, afeta diretamente os mecanismos de diferenciação, apoptose e, 

consequentemente, qualidade embrionária (AGUILLA et al., 2022). Além disso, já foi 

comprovada a importância da manutenção da regulação da expressão gênica para o 

desenvolvimento embrionário em bovinos, uma vez que embriões em estado de degeneração 

ou com menor probabilidade de se desenvolverem apresentam um aumento significativo na 

expressão dessa classe de genes (KHAN et al., 2012; SIMMET et al., 2018; VELÁSQUEZ et 
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al., 2019). 

Os genes de pluripotência são extensivamente avaliados em murinos, entretanto, os 

resultados apresentados apontam diferenças entre eles e humanos, o que os tornam um modelo 

animal pouco apropriado para análises durante o início do desenvolvimento. Em bovinos, a 

caracterização do gene OCT4, assim como a relação entre ele e outros genes relacionados à 

pluripotência, como o NANOG, mostram semelhanças importantes no comportamento e 

regulação gênica, apontando que os bovinos podem ser considerados como um modelo 

adequado para estudos relacionados à pluripotência durante o início do desenvolvimento 

embrionário (KIRCHHOF et al., 2000; BERG et al., 2011; DAIGNEAULT et al., 2018; 

SIMMET et al., 2018). 

Uma limitação deste trabalho foi o número de replicatas que foram utilizadas para a 

análise de metilação da H19DMR e KvDMR1. Apesar de ter sido utilizada uma técnica precisa, 

o material estudado é delicado e algumas amostras foram descartadas, reduzindo o número final 

de amostras avaliadas. Além disso, não foi possível realizar a análise de metilação do DNA de 

outras regiões, como é o caso das regiões promotoras dos genes da família DNMT e TET. A 

análise da metilação do DNA dessas regiões enriqueceria os resultados encontrados. Entretanto, 

um dos diferenciais deste trabalho foi a realização da análise de metilação do DNA da H19DMR 

e KvDMR1 e expressão dos genes controlados por elas em oócitos antes e depois da maturação 

oocitária. São escassos também os dados em diferentes pontos durante o desenvolvimento pré-

implantacional em bovinos, sendo a maioria deles relatados em fetos e animais recém-nascidos 

ou então, apenas análise de metilação global do DNA e não em regiões específicas. 

Apesar de apenas uma pequena porcentagem do genoma de mamíferos ser formado por 

genes controlados por imprinting, eles são essenciais para o desenvolvimento do organismo. 

Tanto na H19DMR quanto na KvDMR1 são encontrados genes controlados por imprinting 

codificantes e não codificantes de proteínas. São inúmeras as funções relacionadas ao 

desenvolvimento embrionário, fetal e placentário dos genes encontrados na H19DMR e 

KvDMR1. Entretanto, ainda existe muito a ser compreendido e os resultados obtidos neste 

trabalho enriquecem o conhecimento acerca do comportamento deles. Enquanto os genes IGF2, 

CDKN1C, KCNQ1 e PHLDA2 transcrevem proteínas que atuam em funções biológicas, ciclo 

e regulação celular, os não codificantes H19 e KCNQ1OT1 atuam, principalmente, na regulação 

da expressão de genes próximos dependendo do estadio de desenvolvimento.  

A formação de um novo organismo até termo é complexa e depende de um controle 

rígido na regulação da expressão gênica, assim como dos mecanismos epigenéticos. Os 

primeiros momentos do embrião parecem ser ainda mais críticos. A regulação da expressão 
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gênica, principalmente dos genes controlados por imprinting, junto com a reprogramação 

epigenética e ativação do genoma vão determinar o destino da gestação. A utilização de ARTs 

em modelos animais permite o estudo destes processos, mas também expõe o embrião a 

diversos fatores que podem alterar o perfil de metilação do DNA e, consequentemente, o padrão 

de expressão gênica. Apesar dos genes envolvidos no desenvolvimento da SBW serem 

conservados entre humanos, bovinos e camundongos, é difícil reproduzir fielmente as 

alterações epigenéticas que levam às alterações fenotípicas já descritas e ao desenvolvimento 

de síndromes (ROBBINS et al., 2012). 

Diversos estudos levam a crer que os bovinos são um modelo animal mais adequado 

que os camundongos quando são estudados gametogênese, início do desenvolvimento 

embrionário e reprogramação epigenética (MÉNÉZO; HÉRUBEL, 2002; HABERMANN et 

al., 2007; ADAMS; SINGH; BAERWALD, 2012; SYLVESTRE et al., 2013). É possível 

relatar semelhanças no perfil de metilação do DNA, assim como padrão de imprinting 

genômico dos genes, como é o caso do IGF2 e KCNQ1OT1 que apresentam imprinting materno 

e H19, CDKN1C, KCNQ1 e PHLDA2 que apresentam imprinting paterno (HANSMANN et al., 

2011). Durante o desenvolvimento pré-implantacional, as semelhanças entre humanos e 

bovinos em nível genômico vão além dos genes controlados por imprinting, como demonstrado 

na expressão dos genes relacionados à pluripotência (OCT4 e NANOG), ativação do genoma 

embrionário e alterações na cromatina (KIRCHHOF et al., 2000; BERG et al., 2011; 

SYLVESTRE et al., 2013; SIMMET et al., 2018; HALSTEAD et al., 2020). 

Visto que grande parte da literatura faz referência a momentos mais tardios do 

desenvolvimento, utilizando diversas vezes tecidos específicos em suas análises, nossos 

resultados reforçam que os genes avaliados em bovinos apresentam padrão de expressão gênica 

semelhante à humanos também durante o desenvolvimento pré-implantacional quando estes 

são produzidos in vitro, como já levantado em alguns trabalhos da literatura (BERG et al., 2011; 

JIANG et al., 2015; SIMMET et al., 2018). Isso reforça a hipótese de que bovinos devem ser 

considerados no momento da escolha, sempre que possível, como modelo animal para avaliar 

a gametogênese, o desenvolvimento embrionário, os processos epigenéticos como o perfil de 

metilação do DNA, e suas consequências na expressão gênica durante desenvolvimento 

embrionário. 

 

 

 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
CONCLUSÕES 



CONCLUSÕES | 

 

94 

8. Conclusões 
 
 

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a expressão dos genes 

controlados por imprinting genômico localizados nos domínios ICR1e ICR2 estavam alterados 

significativamente durante a maturação oocitária e o desenvolvimento embrionário pré-

implantacional em bovinos. É possível verificar também que o comportamento dos genes 

relacionados à metilação e desmetilação do DNA estavam de acordo com os momentos de 

reprogramação epigenética e a metilação de novo que ocorre no início do desenvolvimento. De 

maneira semelhante, a expressão dos genes relacionados à pluripotência estão de acordo com o 

esperado para o início da diferenciação celular em embriões bovinos. 

 A análise da metilação de DNA demonstrou que tanto a H19DMR quanto a KvDMR1 

não são influenciadas pela onda de desmetilação do DNA que ocorre no início do 

desenvolvimento, visto que elas se mantêm hipermetiladas, apesar de serem observadas 

variações no nível de metilação do DNA durante a maturação oocitária e na maior parte do 

desenvolvimento embrionário. 

Os achados deste trabalho referentes à metilação do DNA e à regulação da expressão de 

diferentes grupos de genes durante a maturação oocitária e o desenvolvimento embrionário 

contribuem para o enriquecimento do conhecimento acerca do desenvolvimento pré-

implantacional em bovinos. 

A técnica de PIVE se mostrou uma ferramenta apropriada para obtenção de material 

biológico e, sempre que possível, embriões bovinos produzidos in vitro devem ser considerados 

no momento da escolha em estudos relacionados ao início do desenvolvimento embrionário. 
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APÊNDICE A – Média de metilação do DNA nas 10 CpGs da H19DMR. 
Posição 
da CpG 

Porcentagem Média (%) 
VG MII Zig 4-cel 8-cel Mor Bx 

1 85,33 99,165 94,035 85,955 98,08 60,57 94,045 
2 81,11 99,24 92,155 99,845 48,905 60,7 88,095 
3 80,615 99,12 93,355 85,05 51,315 56,36 85,71 
4 80,525 99,06 75,475 70,445 48,555 50,815 54,52 
5 46,935 91,765 75,415 69,74 48,515 46,545 50,95 
6 47,97 90,44 75,435 69,735 48,475 50,145 50,95 
7 78,965 99,13 75,62 69,935 48,78 50,94 54,145 
8 78,905 96,12 75,57 69,55 48,605 49,48 54,52 
9 54,625 96,25 77,915 69,895 48,745 54,48 52,425 
10 48,28 94,52 75,655 69,955 51,49 50,94 50,95 

CpG, citosina-fosfato-guanina. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase II. Zig, zigoto. 
4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto expandido. 
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APÊNDICE B – Média de metilação do DNA nas 18CpGs da KvDMR1 
Posição 
da CpG 

Porcentagem Média (%) 
VG MII Zig 4-c 8-c Mor Bx 

1 75,235 92,99 70,065 79,665 76,69 82,985 34,56 
2 78,535 92,21 69,355 78,455 87,455 82,77 35,075 
3 79,71 92,26 70,215 77 87,485 82,145 34,165 
4 84,715 89,58 71,855 77,78 82,455 82,67 63,77 
5 77,81 92,18 69,58 80,085 73,75 82,51 35,175 
6 19,955 5,685 66,535 75 60,83 82,82 35,88 
7 74,955 92,6 67,955 82,345 82,8 82,195 36,815 
8 67,94 90,365 70,695 60,61 82,9 82,22 17,94 
9 80,82 92,9 70,405 78,65 86,485 82,84 17,75 
10 77,175 88,57 65,94 70,465 41,555 77,555 35,56 
11 77,12 93,345 70,975 80,305 83,055 82,225 35,165 
12 81,515 93,53 69,415 77,91 82,885 77,95 35,035 
13 77,91 93,495 59,4 76,87 82,58 82,345 35,305 
14 77,03 91,095 71,095 77,985 82,91 82,475 35,11 
15 76,88 93,495 70,225 77,005 75,415 82,39 35,115 
16 77,26 93,415 69,815 78,22 75,7 82,565 34,91 
17 71,885 93,5 70,24 78,775 86,185 82,27 34,02 
18 65,785 66,575 64,2 66,865 66,04 66,59 68,235 

CpG, citosina-fosfato-guanina. VG, oócito vesícula germinativa. MII, oócito metáfase II. Zig, zigoto. 
4-cel, embrião quatro células. 8-cel, embrião oito células. Mor, mórula. Bx, blastocisto expandido. 
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APÊNDICE C – Artigo submetido referente à tese. 
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ANEXO A - Aprovação do Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto (CEUA-FMRP/USP). 
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ANEXO B - Estoque FIV 

 
Componentes (/100mL de H2O) 

NaCl 0,6660g 
KCl 0,0240g 
MgCl2.6H2O 0,0100g 
NaH2PO4 0,0041g 
NaHCO3 0,2100g 
CaCl2.2H2O 0,0300g 
Lactato Na 60% 143µL 
Vermelho Fenol 0,0010g 
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ANEXO C - TALP Sêmen 
 

Componentes (/100mL de H2O) 
NaCl 0,5820g 
KCl 0,0230g 
MgCl2.6H2O 0,0080g 
NaH2PO4 0,0035g 
NaHCO3 0,2100g 
CaCl2.2H2O 0,0300g 
Lactato Na 60% 310µL 
Vermelho Fenol 0,0010g 
Hepes 0,2380g 
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ANEXO D - Estoque CR2 
 

Componentes (/100mL de H2O) 
NaCl 0,6300g 
KCl 0,0220g 
NaHCO3 0,2080g 
Hemicálcio lactato 0,0550g 
Piruvato 0,0425g 
BME 2,0mL 
MEM 1,0mL 
L-glutamina 0,0005g 
Penicilina 0,0064g 
Estreptomicina 0,0100g 
Vermelho Fenol 0,0005g 

 

 
 


