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RESUMO 

Sousa, Anaíde Silva.  2022. Atuação de DNA metiltransferases e DNA 

desmetilases no desenvolvimento do testículo. 70p Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2022. 

 

O desenvolvimento sexual é um processo complexo que envolve muitos fatores, em 

especial, genéticos e ambientais. Compreender o desenvolvimento testicular em aves 

durante a embriogênese é importante para o aprimoramento do conhecimento em 

diversas áreas, desde o desenvolvimento sexual humano até a conservação das 

espécies. A metilação do DNA é um importante mecanismo epigenético envolvido na 

regulação da expressão gênica e está envolvida com a gonadogênese. Em 

mamíferos, o início da regulação epigenética do testículo foi descrito após a 

determinação do sexo, porém ainda não se sabe ao certo como as enzimas envolvidas 

com os processos epigenéticos atuam. A galinha é um bom modelo animal de estudo 

de genes envolvidos na regulação epigenética. Nosso objetivo foi inicialmente 

investigar a expressão de genes responsáveis pela metilação e desmetilação do DNA 

em diferentes estágios do desenvolvimento testicular de embriões de Gallus gallus 

domesticus, bem como identificar possíveis regiões reguladoras da metilação do DNA 

em genes envolvidos na diferenciação testicular. Foram utilizados ovos fertilizados de 

galinha, e as amostras de testículos foram coletadas de embriões durante diferentes 

estágios do desenvolvimento gonadal (HH32, HH35, HH38, HH41 e HH45). O RNA 

total foi isolado para posterior síntese de cDNA. A expressão de seis genes alvo, 

sendo três que codificam DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e três 

que codificam DNA desmetilases Ten-eleven-translocation (TET1, TET2 e TET3), foi 

avaliada por RT-qPCR usando SYBR ™ Green. β-actina e Proteína Ribossômica L5 

(RPL5) foram usados como genes de referência. Em seguida, as ilhas CpGs foram 

identificadas nas regiões promotoras dos genes marcadores de diferenciação do 

testículo DMRT1, AMH e SOX9 utilizando o Programa MethPrimers, e uma rede de 

interação gênica foi construída utilizando o software STRING v10. No estágio HH32, 

houve aumento na expressão dos genes TET1 e TET3. Já os genes DNMT3B e TET2 

apresentaram aumento significativo nos estágios finais HH41 e HH45. O gene DNMT1 

apresentou expressão significativa no início, meio e fim da diferenciação testicular. 



 
 

Nossos resultados sugerem que os genes analisados desempenham um papel 

relevante na regulação epigenética ao longo do desenvolvimento do testículo, e 

poderão contribuir com informações significativas sobre esse processo para aves. 

Nossas análises mostraram evidências de ilhas CpGs nas regiões promotoras dos 

genes DMRT1, AMH e SOX9, e a rede de interação gênica sugere uma forte ligação 

entre eles. 

  

Palavras-chave: Metilação do DNA, Regulação epigenética, Desenvolvimento do 

testículo.   



 
 

ABSTRACT 

Sousa, Anaíde Silva.  2022. Role of DNA methyltransferase and DNA demethylase 

in testis development. 70p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Sexual development is a complex process that involves many factors, especially 

genetic and environmental. Understanding testicular development in birds during 

embryogenesis is important for improving knowledge in diverse areas, from human 

sexual development to species conservation. DNA methylation is an important 

epigenetic mechanism involved in the regulation of gene expression and is involved in 

gonadogenesis. In mammals, the timing of testis epigenetic regulation has been 

described after sex determination, but it is not yet known how epigenetic enzymes act 

in this process. Chicken is a good model for studying genes involved in epigenetic 

reprogramming during testis development. Our objective was to investigate the 

expression of genes responsible for DNA methylation and demethylation in different 

stages of testis development in Gallus Gallus domesticus male embryos, as well as to 

identify possible regulatory regions of DNA methylation in genes involved in testicular 

differentiation. Fertilized chicken eggs were analyzed, and testes samples were 

collected from chicken embryos during different stages of gonadal development 

(HH32, HH35, HH38, HH41, and HH45). Total RNA was isolated for further cDNA 

synthesis. The expression of six target genes, three genes that encode DNA 

methyltransferases (DNMT1, DNMT3A and DNMT3B) and three genes that encode 

DNA demethylases Ten-eleven-translocation (TET1, TET2 and TET3), was assessed 

by RT-qPCR using SYBR™ Green system. We used β-actina and Ribosomal Protein 

L5 as reference genes. Then, CpGs islands were identified in the promoter regions of 

the DMRT1, AMH and SOX9 genes using the MethPrimers Program, and a gene 

interaction network was built using the STRING v10 software. In stage HH32, there 

was an increase in the expression of the TET1 and TET3 genes. The DNMT3B and 

TET2 genes showed a significant increase in the final stages HH41 and HH45. The 

DNMT1 gene showed significant expression at the beginning, middle and end of 

testicular differentiation. Our results suggest that the analyzed genes play an important 

role in epigenetic regulation throughout testis development and may contribute with 

significant information about this process for birds. Our analyzes showed evidence of 



 
 

CpG islands in the promoter regions of DMRT1, AMH and SOX9 genes, and the gene 

interaction network suggests a strong link between them. 

Keywords: DNA methylation, Epigenetic regulation, Testis development. 
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1. INTRODUÇÃO 
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A galinha doméstica (Gallus gallus domesticus) tem uma longa e distinta 

história como um importante modelo de estudo em biologia do desenvolvimento de 

vertebrados (STERN, 2005). O ovo de galinha é uma fonte acessível de embriões, 

que vem atraindo o interesse de estudiosos desde a antiguidade. O desenvolvimento 

embrionário é um processo complexo, que fascina o homem desde o início da história 

(STERN, 2005). Os primeiros relatos do uso da galinha doméstica se deram há 

1.400aC, quando os antigos egípcios incubavam ovos artificialmente para sua própria 

alimentação. Outro relato marcante ocorreu por volta de 350aC, quando Aristóteles 

observou os diferentes estágios de incubação a fim de acompanhar a progressão do 

desenvolvimento do pintainho, e ao final propôs a teoria da epigênese (STERN, 2004; 

WOLPERT, 2004). Até meados do século 19, as observações de embriões de galinha 

em diferentes estágios foram usadas para apoiar duas teorias de intenso debate: a 

pré-formação, que diz que o adulto é pré-formado em miniatura desde o momento da 

fertilização, e apenas cresce; e a teoria da epigênese, que apoia a ideia de que o 

embrião aumenta em complexidade e novos órgãos se formam à medida que se 

desenvolve (WOLPERT, 2004).  

Em 1951, Viktor Hamburger e Howard Hamilton publicaram uma série 

descrevendo os estágios normais de desenvolvimento do embrião de galinha, na qual 

enumeraram e descreveram as características dos diferentes estágios associados a 

uma linha do tempo do desenvolvimento (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Os 46 

estágios descritos passaram a ser conhecidos como estágios Hamburger e Hamilton 

(HH) (Figura 1), e essa designação é usada rotineiramente em estudos de biologia do 

desenvolvimento envolvendo embriões de galinha. Descrições detalhadas de 

morfogênese, baixo custo, acessibilidade, facilidade de manipulação e otimização de 

técnicas de engenharia genética tornaram os embriões de galinha um modelo robusto 

para estudar o desenvolvimento (VILCHES-MOURE, 2019). 

O genoma da galinha (G. gallus) apresenta cerca de um terço do tamanho do 

genoma humano, com 60% dos genes tendo um único ortólogo humano (BURT, 

2005). O organismo modelo contribuiu para avanços nas áreas de virologia, 

imunologia, oncologia, regulação epigenética da expressão gênica e biologia da 

conservação (BEACON; DAVIE, 2021). O advento da edição genética produziu uma 

nova onda de galinhas que estão acelerando ainda mais sua aplicação na pesquisa 

biomédica (LEE; KIM; LEE, 2020). Como consequência, a galinha e, especialmente, 

o seu embrião têm tido uma enorme influência na fisiologia do desenvolvimento, não 
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só para a compreensão dos processos básicos do desenvolvimento fisiológico, mas 

também na tarefa de entender os distúrbios humanos. Em um levantamento realizado 

em 2021, a galinha doméstica foi o terceiro modelo de estudo mais citado no Pubmed 

(FLORES-SANTIN; BURGGREN, 2021). 

 

 

 

 

Figura 1 – Representação de alguns estágios do desenvolvimento do embrião de galinha, descritos 

por Hamburguer e Hamilton. Fonte: Modificado de (CHEN et al., 2021).  

 

Nos animais, as gônadas são fundamentais para a reprodução. Entre os 

vertebrados, a morfologia gonadal está profundamente conservada, como esperado 

para órgãos essenciais para a propagação da espécie. Os testículos dos machos 

abrigam a linha germinativa masculina e secretam andrógenos que contribuem para 

a masculinização (ESTERMANN; MAJOR; SMITH, 2021). A diferenciação sexual da 
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gônada parece ser altamente conservada, e muitos dos importantes fatores de 

sinalização envolvidos no desenvolvimento do ovário ou testículo em mamíferos 

também estão implicados em aves (CHUE; SMITH, 2011). 

O embrião de galinha é um modelo instrutivo para o desenvolvimento gonadal. 

Devido à conservação da morfologia do testículo, estudos em embriões de galinha 

lançaram luz sobre o desenvolvimento do testículo humano e seus distúrbios (CHUE; 

SMITH, 2011; MAJOR et al., 2019). Além disso, a galinha é um modelo de estudo que 

permite análises funcionais rápidas de genes gonadais durante o desenvolvimento, 

algo que não é viável em mamíferos. Embriões podem facilmente serem acessados 

in ovo, manipulados geneticamente e fenótipos gonadais podem ser observados 

dentro de poucos dias (HIRST et al., 2017; IOANNIDIS et al., 2021; YOSHINO; 

MURAI; SAITO, 2016).  

Nos mamíferos, o sexo do embrião é estabelecido na fertilização com a herança 

de um cromossomo X ou Y do pai. No entanto, o processo de determinação sexual é 

acionado apenas durante o período de organogênese, quando as gônadas se 

desenvolvem (SWAIN; LOVELL-BADGE, 1999). O cromossomo Y, através do gene 

Sry (Sex-determining region Y), testículo determinante, atua de forma dominante para 

desencadear a diferenciação dos testículos a partir das gônadas indiferenciadas (ou 

cristas genitais) (SINCLAIR et al., 1990; SMITH; SMITH; SINCLAIR, 1999).  

Em humanos, machos e fêmeas têm 22 pares de cromossomos autossômicos, 

mas diferem em seus cromossomos sexuais. As fêmeas em humano têm dois 

cromossomos X (46, XX), enquanto os machos têm um cromossomo X e um Y (46, 

XY) (QUINN; KOOPMAN, 2012). No início da gestação (entre primeira e segunda 

semana), os embriões dos dois sexos se diferem apenas por seus cromossomos 

sexuais. O primeiro sinal visível de dimorfismo sexual em embriões de mamíferos é 

quando a gônada bipotente começa a se desenvolver em testículo ou ovário em 

indivíduos XY e XX, respectivamente. Esta decisão é tomada por volta da sexta 

semana de desenvolvimento em humano. A diferenciação das gônadas leva à 

produção de hormônios testiculares e ovarianos e subsequente indução de diferenças 

anatômicas e fisiológicas (EGGERS; SINCLAIR, 2012; SWAIN; LOVELL-BADGE, 

1999; WILHELM; YANG; THOMAS, 2013). 

Assim como nos mamíferos, a determinação do sexo em aves é influenciada 

pela herança de cromossomos sexuais. No entanto, as aves apresentam um par de 

cromossomos diferente dos mamíferos, designados Z e W. Em todos as aves normais 
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ambos os sexos são diploides, e o macho é o sexo homogamético ZZ, enquanto a 

fêmea é o sexo heterogamético ZW (NANDA et al., 2008). O cromossomo Z na maioria 

das aves é grande e rico em genes, (semelhante ao cromossomo X dos mamíferos), 

enquanto o cromossomo W é geralmente pequeno e bastante heterocromático 

(semelhante ao cromossomo Y dos mamíferos). O cromossomo Z tem cerca de 82 

Mb e é altamente conservado entre as aves (BELLOTT et al., 2010; NANDA et al., 

2008; SHETTY; GRIFFIN; GRAVES, 1999). Ele abriga mais de 1.000 genes, e vários 

são expressos em testículos (ELLEGREN, 2011). Em contrapartida, o cromossomo W 

é geralmente menor (7Mb) e não apresenta muitos genes descritos. Estima-se que 

apenas 4% do cromossomo W foi mapeado (BELLOTT et al., 2017; SMEDS et al., 

2015).   

O processo de desenvolvimento do aparelho urogenital em galinhas é 

semelhante ao de outros amniotas. Em termos de morfologia, as aves parecem estar 

em conformidade com o padrão dos mamíferos: embriões machos e fêmeas são 

sexualmente indistinguíveis (gônada bipotente) até por volta dos dias cinco e seis de 

incubação (HH28-29) (Figura 2), quando acredita-se que a ação de um gene fator 

determinante do sexo inicie o desenvolvimento do testículo ou ovário (CHUE; SMITH, 

2011; SMITH; SINCLAIR, 2001). Como nos mamíferos, as células de Sertoli 

representam a primeira linhagem testicular a se diferenciar no testículo do galo, 

expressando os marcadores DMRT1, AMH e SOX9 (CHUE; SMITH, 2011; LAMBETH 

et al., 2014). 

Alguns genes localizados nos cromossomos sexuais influenciam a 

diferenciação gonadal e o desenvolvimento durante a embriogênese (KUROIWA, 

2018). No entanto, em aves, não apenas a identidade do suposto gene de 

determinação do sexo é desconhecida, como a natureza do mecanismo de 

determinação do sexo não foi bem estabelecida. As teorias atuais de determinação 

do sexo em aves propõem a presença de um gene determinante do ovário (ou inibidor 

da diferenciação testicular) no cromossomo W e um mecanismo de dosagem de 

genes baseado no número de cromossomos Z (as fêmeas têm um cromossomo 

sexual Z e um W, enquanto os machos têm dois cromossomos Z cromossomos 

sexuais) (HIRST; MAJOR; SMITH, 2018; KUROIWA, 2018).  
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Figura 2 – Esquema do desenvolvimento gonadal em galinha. Após a determinação do sexo, as gônadas 
bipotentes dos embriões ZZ se diferenciam em testículos bilaterais, enquanto os embriões ZW desenvolvem 
gônadas assimétricas. Fonte: Modificado de (KUROIWA, 2017). 

 

 

Nossa compreensão da determinação do sexo das aves e do desenvolvimento 

gonadal deriva principalmente dos estudos em galinhas. A incidência de galinhas 

ginandromorfas, sugere que o fenótipo sexual é parcialmente autônomo nas células, 

nas gônadas e em todo embrião (CLINTON et al., 2012; HIRST; MAJOR; SMITH, 

2018; ZHAO et al., 2010). Os ginandromorfos são organismos quimeras sexuais, que 

apresentam características femininas e masculinas. Essas aves são raras, e já foram 

relatadas em galinhas e algumas outras aves. Nos exemplares de galinhas 

ginandromorfas já descritos, o lado “masculino” do corpo era predominantemente 

composto por células ZZ, enquanto o lado “feminino” era composto por células ZW 

(CLINTON et al., 2012; MAJOR; SMITH, 2016; MORRIS et al., 2018).  

Zhao e colaboradores (2010) enxertaram células gonadais da mesoderme 

presuntiva marcadas com GFP de um embrião macho (ZZ), no ovário de um embrião 

fêmea no estágio HH14, e observaram que as células se diferenciaram em células de 

Sertoli (linhagem de suporte masculino), mesmo estando em um ambiente ovariano. 

Da mesma forma, quando as células GFP da fêmea foram enxertadas em um embrião 

macho, essas células marcadas seguiram seu destino e se diferenciaram em ovário 

(ZHAO et al., 2010). Posteriormente, Clinton e colaboradores (2012) propuseram que 

o surgimento dos ginandromorfos pode ser explicado pelos efeitos genéticos dos 
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cromossomos sexuais em cada célula, cunhando o termo “Cell Autonomous Sex 

Identity” (CASI) (CLINTON et al., 2012).   

Embora atualmente já se tenha conhecimento dos fatores associados à 

determinação sexual em mamíferos, este mecanismo permanece um enigma no grupo 

das aves. Ao contrário de mamíferos, que inativam um cromossomo X de forma 

aleatória nas fêmeas (HEARD, 2004), as aves apresentam compensação de dose 

apenas em algumas regiões específicas do cromossomo Z, como é o caso do lócus 

MHM (MELAMED; ARNOLD, 2007). Como resultado, os machos apresentam em 

média o dobro da expressão de genes ligados ao Z em comparação com as fêmeas 

(BIRCHLER, 2009; GRAVES, 2014; MELAMED; ARNOLD, 2007; WADDINGTON, 

1942). Atualmente, o melhor candidato para um gene determinante de testículo 

durante o desenvolvimento embrionário em aves é o DMRT1 (Doublesex And Mab-3 

Related Transcription Factor 1). Este gene ligado ao Z apresenta expressão restrita 

às gônadas, com maior expressão nos testículos, e já foi demonstrado que a 

repressão dos níveis de DMRT1 em embriões masculinos tem um efeito 'feminizante' 

no desenvolvimento do testículo (SMITH et al., 2009). 

Alguns genes que mostram compensação de dose em galinhas ficam 

concentrados em uma região do braço curto do cromossomo Z, próximo ao lócus 

ligado ao Z denominado MHM (Male Hypermethylated) (MELAMED; ARNOLD, 2007). 

Esta região é controlada pela metilação do DNA, um mecanismo epigenético de 

extrema importância na regulação da expressão gênica. A região MHM é 

hipermetilada nos dois cromossomos ZZ do macho e o gene não é transcrito. Em 

células femininas (ZW), o lócus MHM é hipometilado no cromossomo Z e é transcrito 

em um long noncoding RNA (lncRNA), que reveste o cromossomo Z próximo ao seu 

sítio transcricional (Figura 3) (TERANISHI et al., 2001). 

A região MHM é semelhante ao lncRNA Xist de mamíferos, que medeia a 

inativação do cromossomo X (BRIGGS; REIJO PERA, 2014). No entanto, enquanto 

Xist atua regulando a inativação do cromossomo X, o lncRNA MHM atua em um 

cromossomo Z “ativo”. Portanto, essas observações levaram à hipótese de que MHM 

desempenha um papel na compensação da dosagem local, elevando a expressão de 

genes ligados ao Z em fêmeas a níveis comparáveis aos dos machos (ITOH; KAMPF; 

ARNOLD, 2011; TERANISHI et al., 2001). O gene DMTR1, provável principal gene 

determinante do testículo em aves, está localizado muito próximo ao sítio de ligação 

do MHM (Figura 3), e também foi hipotetizado que o lncRNA MHM poderia funcionar 
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para diminuir a expressão do DMRT1 em embriões fêmea, contribuindo assim para a 

determinação do sexo na galinha (ROESZLER et al., 2012).  

 

 

Figura 3 - Visão esquemática dos cromossomos sexuais de galinhas e genes envolvidos na 
determinação do sexo.  Cromossomo Z (82,3 Mb) em azul e cromossomo W (7 Mb) em rosa. Galinhas 
machos (ZZ) têm duas cópias de DMRT1 e HEMGN, enquanto a fêmea (ZW) tem apenas uma. O lócus 
MHM é transcrito no cromossomo Z na fêmea e pode desempenhar um papel na dosagem local e na 
regulação epigenética de DMRT1 na fêmea.  Fonte: Modificado de (HIRST; MAJOR; SMITH, 2018).  

 

 

Os genes DMRT1 e HEMGN (ligados ao Z) são expressos nas gônadas e já 

foram relacionados ao desenvolvimento dos testículos em aves (NAKATA et al., 2013; 

SMITH et al., 2009). O gene DMRT1 é expresso na linhagem celular de suporte de 

ambos os sexos (células pré-Sertoli em machos, e células pré-granulosa em fêmeas) 

das gônadas embrionárias de galinha. No entanto, é sempre mais expresso em 

células ZZ, o que poderia refletir a falta de inativação global do cromossomo Z 

(NANDA et al., 2008). Essa diferença inicial na expressão de DMRT1 entre os sexos 

é suficiente para induzir a formação dos testículos, uma vez que a expressão elevada 

de DMRT1 ativa SOX9 e AMH, e antagoniza o eixo FOXL2-Aromatase, que resultaria 

na diferenciação ovariana (Figura 4).  
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Figura 4 - Mecanismos moleculares implícitos na diferenciação gonadal do embrião de galinha. Fonte: Modificado 

de KUROIWA, 2017).  

 

 

As células germinativas primordiais (PGCs) são a primeira população de 

células germinativas a se formar, e podem dar origem aos ovários ou testículos 

(TAGAMI; MIYAHARA; NAKAMURA, 2017). Em galinhas, o sistema urogenital 

embrionário surge do mesoderma intermediário, e o primeiro sinal histológico da 

formação das gônadas é a emergência da crista genital, um espessamento do epitélio 

celômico ventral ao mesonéfro. Isso ocorre entre os dias embrionários (E) 3,5 e 4,5, 

correspondendo aos estágios (HH) 21-25 (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). As 

PGCs migram através da corrente sanguínea para as gônadas e começam a se 

multiplicar (GINSBURG; EYAL-GILADI, 1987; TAGAMI; MIYAHARA; NAKAMURA, 

2017). Os testículos de aves adultas compreendem os túbulos seminíferos que 

abrigam células germinativas e células de Sertoli, circundadas por células de Leydig 

esteroidogênicas (COOKSEY; ROTHWELL, 1973). 

Os testículos apresentam duas funções principais: síntese de testosterona e 

produção de esperma (SHALET, 2009). Nas aves, estão localizados no interior da 

cavidade abdominal, portanto, a espermatogênese progride a uma temperatura igual 
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ou ligeiramente acima de 37°C (MFOUNDOU et al., 2022). O testículo aviário cresce 

substancialmente entre a eclosão e a maturação sexual, quando o sêmen é produzido 

e as aves copulam. Em algumas espécies, os testículos aumentam de tamanho em 

mais de 50% durante a época de reprodução, controlados pelo eixo hipotálamo-

hipófise (LESKA; DUSZA, 2007).  

No contexto de desenvolvimento, onde muitos genes devem ser ativos ou 

inativos de forma espacial e temporal específica (BARRIONUEVO et al., 2012), os 

mecanismos epigenéticos para a regulação da expressão gênica tornam-se de 

importância crítica. Em mamíferos já foram descritos mecanismos epigenéticos 

atuando na regulação da expressão gênica após a determinação do sexo.  Nos últimos 

anos, foi visto que além da compensação de dose, o processo de determinação sexual 

nas galinhas também pode ser influenciado por mecanismos epigenéticos (CAETANO 

et al., 2014; ROESZLER et al., 2012). Diante da participação desses mecanismos 

durante a gonadogênese, decidimos explorar a atuação da maquinaria epigenética no 

desenvolvimento testicular. Inicialmente analisamos algumas enzimas envolvidas na 

metilação e desmetilação do DNA ao longo do desenvolvimento do testículo. 

Posteriormente, exploramos as regiões promotoras de alguns genes envolvidos na 

diferenciação do testículo e fatores de transcrição associados ao processo.  
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2. HIPÓTESE 
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Assim como em mamíferos, as aves apresentam expressão diferencial de 

genes envolvidos na regulação epigenética durante o desenvolvimento do testículo. 

￼ 
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3. OBJETIVOS 
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3.1. OBJETIVO GERAL 

Compreender a atuação de genes envolvidos na maquinaria de metilação e 

desmetilação do DNA durante o desenvolvimento dos testículos de galos;  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Analisar a expressão dos genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2 e 

TET3 em diferentes estágios do desenvolvimento gonadal de embriões macho de 

galinha; 

Identificar fases do desenvolvimento testicular importantes para a 

reprogramação epigenética do testículo; 

Identificar ilhas CpGs na região reguladora dos genes envolvidos diretamente 

no processo de desenvolvimento do testículo; 

Elaborar uma rede de interação dos principais genes (in sílico) envolvidos no 

desenvolvimento testicular de galinha. 
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4. CAPÍTULO 1 – Regulação epigenética 

durante o desenvolvimento testicular em 

galinhas 
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4.1. INTRODUÇÃO 

A epigenética desempenha um papel importante na regulação de vários 

processos biológicos. Os mecanismos epigenéticos mais comuns que regulam a 

expressão gênica compreendem a metilação do DNA, modificações pós-

transcricionais na cauda das histonas e alguns RNAs não codificadores (ncRNA) (KIM; 

SAMARANAYAKE; PRADHAN, 2009; TAFT et al., 2010). Os mecanismos 

epigenéticos fornecem aos organismos a capacidade de modificar a atividade de seus 

genes em resposta a mudanças no ambiente interno ou externo, integrando 

informações genômicas e ambientais para gerar um fenótipo (TURNER, 2009).  

A metilação do DNA é uma modificação epigenética chave nos genomas dos 

vertebrados, conhecida por estar envolvida em processos biológicos importantes, e é 

o mecanismo mais estudado envolvido na regulação da expressão gênica 

(VARRIALE, 2014).  Essa modificação consiste na adição de um radical metil ao 

carbono 5’ da base nitrogenada citosina (5-metilcitosina) (KIM; SAMARANAYAKE; 

PRADHAN, 2009). As características mais importantes dos mecanismos epigenéticos 

é a reversibilidade e a flexibilidade, facilitadas pelas atividades enzimáticas opostas 

que modificam a cromatina (por exemplo, DNA metiltransferase versus DNA 

desmetilase) (REIK, 2007). 

Já foram relatadas algumas enzimas que atuam na inserção e remoção das 

marcas epigenéticas, são elas as DNA metiltransferases, DNA desmetilases, Histona 

metiltransferases e Histona deacetilases (HAN et al., 2019). As enzimas DNA 

metiltransferases estão diretamente envolvidas na metilação do DNA e, em 

mamíferos, foram reportados dois tipos de atividade de DNA metiltransferase: 

metilação de novo e manutenção da metilação.  A atividade da metiltransferase do 

tipo de novo contribui para o estabelecimento de novos padrões de metilação do DNA. 

DNMT3A (DNA metiltransferase 3 alfa) e DNMT3B (DNA metiltransferase 3 beta) são 

as principais enzimas para estabelecer a metilação de novo do DNA no 

desenvolvimento embrionário e durante a gametogênese, enquanto DNMT1 (DNA 

metiltransferase 1) atua contribuindo para a manutenção dos padrões de metilação 

durante a replicação do DNA (Figura 5) (LI; ZHANG, 2014; MORGAN et al., 2005; 

OKANO et al., 1999; REIK; DEAN; WALTER, 2001).  
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Figura 5 – Vias de metilação do DNA. (a) DNMT3A e DNMT3B são responsáveis pela metilação de 
novo e transferem grupos metil (vermelho) para o DNA hemi-metilado. (b) DNMT1 é responsável pela 
manutenção do padrão de metilação do DNA durante a replicação. Fonte: Modificado de (MOORE; LE; 
FAN, 2013). 

 

 

Estudos indicam que a metilação do DNA pode ser revertida através da 

desmetilação passiva durante as divisões celulares, ou desmetilação ativa mediada 

pela família de enzimas TETs (Ten eleven translocation), um tipo de DNA desmetilase. 

(WU; ZHANG, 2017). As TETs desempenham função de oxidar sucessivamente 5mC 

para 5-hidrometilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina (5caC), 

seguida por diluição dependente da replicação (HE et al., 2011; ITO et al., 2011). 

Enzimas TET e derivados oxidados de 5mC desempenham papéis importantes em 

vários processos biológicos e patológicos, incluindo a regulação da desmetilação do 

DNA, transcrição de genes, desenvolvimento embrionário e oncogênese (WU; 

ZHANG, 2017; YIN; XU, 2016).  

Mecanismos epigenéticos são fundamentais para garantir o desenvolvimento 

gonadal normal e a espermatogênese em mamíferos (CARRELL, 2012; RAJENDER; 

AVERY; AGARWAL, 2011). Existem dois períodos do desenvolvimento nos quais a 

metilação do DNA é extensamente modificada: durante a gametogênese e após a 
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fertilização, no embrião pré-implantação (REIK; DEAN; WALTER, 2001). Inicialmente, 

as marcas de metilação são apagadas nas células PGCs, e posteriormente são 

reestabelecidas nos gametas durante a maturação. A segunda reprogramação ocorre 

no início do desenvolvimento embrionário, logo após a fertilização, momento no qual 

as marcas epigenéticas presentes nos gametas são apagadas na maior parte do 

genoma por um novo evento de desmetilação, e novas marcas são estabelecidas em 

seguida(LEPIKHOV et al., 2012; MORGAN et al., 2005; REIK; DEAN; WALTER, 

2001). A remoção da metilação do DNA ocorre durante a migração das células PGCs 

para a crista genital e gônadas, e então a metilação é iniciada durante os primeiros 

eventos de determinação do sexo(ALLEGRUCCI et al., 2005). 

Ainda existe uma lacuna quando se trata do entendimento de como as enzimas 

envolvidas na metilação e desmetilação do DNA atuam durante a gonadogênese. O 

padrão de expressão de genes DNMTs e TETs durante o desenvolvimento da 

linhagem germinativa masculina não foi suficientemente estabelecido tanto em 

mamíferos quanto em aves. Neste estudo exploramos a expressão dos genes 

envolvidas nas vias de metilação e desmetilação do DNA durante o desenvolvimento 

do testículo de embriões de Gallus gallus domesticus.   
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4.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.2.1. COMITÊ DE ÉTICA 

Os experimentos com animais foram realizados de acordo com os protocolos 

aprovados pelo Comitê de Ética e Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto - USP (processo nº 075/2007 – Anexo A) e Comissão Interna de 

Biossegurança (processo nº CBQ-FMRP: 0030/97 -08.49. I – Anexo B) para o uso de 

animais em pesquisas. 

 

4.2.2. COLETA DO MATERIAL 

Os experimentos foram realizados utilizando ovos fertilizados de galinhas de 

uma única linhagem White Leghorn (Gallus gallus domesticus). Os ovos foram 

mantidos em incubadora umidificada a 37,7°C. As amostras de testículo foram 

coletadas dos embriões de galinha em diferentes estágios de desenvolvimento, 

seguindo a classificação de Hamburguer e Hamilton (HAMBURGER; HAMILTON, 

1951). Os estágios coletados foram: HH32 (E7,5 dia de desenvolvimento), HH35 (5-9 

dia), HH38 (E12), HH41 (E15) e HH45 (E19). Em cada um desses dias de 

desenvolvimento os embriões foram removidos do ovo, e as amostras de testículos 

(esquerdo e direito) e músculo peitoral foram retiradas com auxílio de bisturi e 

armazenados em freezer -80°C. 

 

4.2.3. EXTRAÇÃO DE DNA E SEXAGEM 

Para realização da sexagem dos embriões e confirmação do sexo, o DNA 

genômico foi extraído dos testículos e músculo peitoral utilizando o Kit DNeasy Blood 

& Tissue Kit (Qiagen, USA). A sexagem foi realizada através da amplificação do gene 

CHD (chromodomain helicase DNA binding protein) utilizando os primers P8 (5'-

CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3') e P2 (5'-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3') 

conforme descrito por Griffths e colaboradores (1998). Os reagentes foram utilizados 

nas seguintes concentrações: 10 pmol de cada primer, 1 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 

1X PCR buffer, 1 U Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA), 50-150ng de DNA e 10µL 

de volume final. A amostra de tecido muscular foi utilizada como controle da reação. 

As condições de reação incluíram uma etapa inicial de denaturação a 95°C por 5 
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minutos seguida de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 45 segundos, 75°C por 

45 segundos e 72 ºC por 5 min. Os produtos da PCR foram corridos em eletroferese 

em gel de agarose a 3% contendo brometo de etídio.  

 

4.2.4. EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE cDNA 

As amostras congeladas das gônadas embrionárias nos estágios HH32, HH35, 

HH38, HH41 e HH45 foram maceradas em nitrogênio líquido e submetidas à extração 

de RNA total utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. O RNA total foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Santa Clara, CA, EUA). Amostras com razão 260nm / 

280nm superior a 1,8 foram consideradas puras. A integridade do RNA foi confirmada 

em gel de agarose 1,5% após eletroforese por 90 minutos. O RNA foi tratado com 

DNase I e a primeira fita de cDNA foi sintetizada usando SuperScript IV First-Strand 

Synthesis SuperMix (Thermo Fisher Scientific, EUA), com oligo dT primer, seguindo 

as instruções do fabricante.  

 

4.2.5. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

Um total de 6 genes já descritos como envolvidos na regulação epigenética em 

outros organismos foram escolhidos para análise de expressão gênica (Tabela 1). 

Utilizamos as sequências dos genes alvos descritas por Marchesi, 2021 (dado não 

publicado). A expressão gênica foi analisada através da técnica de PCR quantitativo 

em tempo real (RT-qPCR). A reação foi preparada utilizando 2x Power SYBR® Green 

PCR Master Mix, 0,2 µM de cada primer e 2 µL de cDNA diluído 1:10. As reações para 

todos os primers seguiram a condição de ciclagem: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 

15 segundos a 95°C e 65°C. Um estágio de curva de melt de 60°C a 95°C a 

0,3°C/segundo foi adicionado em todas as reações qPCR para verificar sua 

especificidade. A especificidade de cada primer também foi confirmada em gel de 

agarose a 1%. Todos os experimentos de RT-qPCR foram realizados em triplicata e 

os valores do limiar de ciclo médio (Ct) determinados. Os genes RPL5 (NASCIMENTO 

et al., 2015) e β-actina (CAETANO et al., 2014) foram usados como normalizadores, 

e o músculo peitoral foi utilizado como amostra de referência. A expressão dos genes 

analisados foi quantificada pelo método 2-∆∆Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Todas 
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as reações foram realizadas na máquina StepOne Plus Real-Time PCR Systems 

(Thermo Fisher Scientific, EUA). 

Tabela 1 - Genes, sequências e eficiência dos primers usados. 

Gene Sequência Eficiência 

DNA methyltransferase 1 (DNMT1) F: GTTCTGCTCAAGCTGGTGATG 

R: CGGTAATAATCGCAGTAACTGAG 

98,697 

DNA methyltransferase 3 alpha (DNMT3A) F: AACCACGACCAGGAGTTTGAT 

R: GTGTTTCTGGGTGACATTTCG 

102,985 

DNA methyltransferase 3 beta (DNMT3B) F: CTTCGAGTTCTACCATCTGCTC 

R: GATCATAACGGGGTTACACTCC 

96,567 

Tet methylcytosine dioxygenase 1 (TET1) F: GCCAAGTGGGTGATACGAAGA 

R: GCCAAATGAGAACGATGCTCC 

102,000 

Tet methylcytosine dioxygenase 2 (TET2) F: ATGCAGAACGGGAGTACACTG 

R: CGTCTTAACCGGCTCTGCTAA 

101,632 

Tet methylcytosine dioxygenase 3 (TET3) F: CATCCAGGTGCTCACATCCTT 

R: CAACGCCATACCTGCATTCTG 

97,754 

Fonte: Marchesi, 2021.  

 

4.2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para determinar a significância estatística das diferenças entre as médias e 

identificar variações durante o desenvolvimento dos testículos nos estágios 

embrionários avaliados, a análise estatística foi realizada através do teste Two-way 

ANOVA seguido pelo teste de comparação múltipla de Tuckey utilizando o software 

GraphPad Prism versão 9.5.1 para Windows. As diferenças foram consideradas 

significativas com valores de p <0,05. 
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4.3. RESULTADOS 

4.3.1. COLETA DO MATERIAL  

Foram coletadas amostras de testículo de 20 embriões, sendo 4 

embriões por grupo, nos seguintes estágios de desenvolvimento: HH32, HH35, 

HH38, HH41 e HH45 (Figura 6). Os testículos direito (R) e esquerdo (L) foram 

coletados, armazenados e analisados em cada estágio. É possível observar 

que não há grande diferença visual na simetria gonadal durante o 

desenvolvimento do testículo. 

 

 

Figura 6 – Estágios de desenvolvimento do testículo em embriões de Gallus gallus domesticus, entre 
os estágios HH32 e HH45 de acordo com os critérios de Hamburger e Hamilton (HH). R: Right (direito); 
L: Left (esquerdo). Fonte: Marchesi, 2021.  
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4.3.2. SEXAGEM DOS EMBRIÕES 

Todos os 20 embriões tiveram o sexo masculino confirmado a partir da análise 

do gene CDH. 

 

4.3.3. EXPRESSÃO GÊNICA 

Para realização das análises de expressão gênica, analisamos a eficiência de 

cada primer, conforme mostrado na Tabela 1. Todos apresentaram eficiência entre 90 

e 110%, de acordo com especificação do fabricante do equipamento StepOne Plus 

Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific, EUA). 

Os experimentos para análise da expressão gênica foram realizados em 

triplicata para cada gene testado. Foram considerados apenas os resultados que 

tiveram um desvio padrão menor que 0,3 entre as amostras. As placas foram 

desenhadas com amostras de diferentes estágios em uma mesma corrida para obter 

uma aleatoriedade nos experimentos e uma melhor comparação do padrão de 

expressão entre as placas. 

Buscando entender melhor a atuação das enzimas envolvidas na metilação do 

DNA durante o desenvolvimento do testículo, analisamos três genes que codificam 

enzimas atuantes na adição do radical metil ao DNA (DNMTs), e três genes que atuam 

no processo de remoção da metilação do DNA (TETs). O padrão de expressão se 

mostrou diferente entre alguns genes analisados durante o desenvolvimento, como o 

gene DNMT1 que se mostrou aumentado nos estágios HH32, HH38 e HH45 (Figura 

7a). Os genes DNMT3B e TET2 apresentaram um aumento gradual na expressão a 

partir do estágio HH41 (Figura 7a e 7b), enquanto TET1 e TET3 foram mais expressos 

no estágio HH32 (Figura 7b). 
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Figura 7 - Expressão dos genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2 e TET3 no testículo entre 
os estágios de desenvolvimento HH32 a HH45. GD: Gônada direita; GE: Gônada esquerda. * Diferença 
significativa do valor de p<0,05; ** Diferença significativa do valor de p<0,01; *** Diferença significativa 
do valor de p<0,001; **** Diferença significativa do valor de p<0,0001. 

 

4.3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Foram observadas diferenças significativas do valor de p nos genes DNMT1, 

DNMT3A e TET3 entre os estágios HH32-HH35. DNMT1 também apresentou 

diferença significativa entre HH35-HH45, junto com DNMT3B e TET2. Da mesma 

forma, foram observadas diferenças significativas entre os estágios HH32-45 e HH38-

HH45 nos genes DNMT3B e TET2. Diferente dos outros genes analisados, TET1 
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apresentou diferenças significativas entre os estágios HH32-HH38 e HH32-HH41. Já 

TET2, foi o gene que mais apresentou diferenças significativas entre os estágios 

analisados. Além dos estágios já mencionados anteriormente, foram observadas 

diferenças significativas entre os estágios HH35-HH41 e HH41-HH45.  

Em resumo, todos os genes analisados apresentaram diferenças significativas 

entre os estágios de desenvolvimento. Os valores de p estão expostos na Tabela 2. 

Não observamos diferença significativa quando comparamos gônada esquerda e 

direita separadamente. 

 

Tabela 2 - Valores de p de cada gene e estágio de desenvolvimento analisado. 

Gene Estágio HH p 

DNMT1 

32-35 0,0190 

35-45 0,0059 

DNMT3A 32-35 0,0477 

DNMT3B 

32-45 0,0024 

35-45 0,0014 

38-45 0,0009 

TET1 

32-38 0,0076 

32-41 0,0287 

TET2 

32-45 <0,0001 

35-41 0,0005 

35-45 <0,0001 

38-45 <0,0001 

41-45 0,0051 

TET3 32-35 0,0033 
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4.4. DISCUSSÃO 

No presente estudo buscamos entender o comportamento de algumas enzimas 

que atuam na metilação do DNA.  Foram analisados três genes que codificam DNA 

metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e três que codificam DNA 

demetilases (TET1, TET2 e TET3) em diferentes estágios do desenvolvimento 

testicular (HH32, HH35, HH38, HH41 e HH45). 

Observamos uma tendência de aumento da expressão de DNMT1 nos estágios 

HH32, HH38 e HH45. Também notamos diferenças estatísticas significativas para 

este gene entre os estágios HH32 e HH35, bem como entre os estágios HH35 e HH45. 

Rengaraj e colaboradores (2011) encontraram nível moderado de expressão de 

DNMT1 em células gonadais primordiais e células estromais de embriões nos estágios 

iniciais E 4.5 e E 6.5. Por outro lado, observaram baixa expressão de DNMT1 em 

embriões de Gallus gallus domesticus machos entre os estágios E 6.5 – E 14.5, que 

equivalem aproximadamente aos estágios analisados no presente trabalho. Esta 

enzima é responsável pela manutenção da metilação do DNA em sítios hemimetilados 

durante a proliferação celular (YADAV et al., 2021). A manutenção da metilação 

exercida por DNMT1 é crucial, uma vez que garante o reestabelecimento fiel das 

marcas 5mC na fita de DNA recém-sintetizada após a replicação do DNA (TAJIMA et 

al., 2016). Acreditamos que DNMT1 apresenta um papel importante na manutenção 

da metilação em regiões essenciais à diferenciação testicular, tendo em vista que esta 

é uma fase de intensa divisão celular e replicação do DNA. 

No presente trabalho, o gene DNMT3B apresentou aumento na sua expressão 

nos estágios finais HH41 e HH45, e foram observadas diferenças estatísticas 

significativas entre os estágios HH32 e HH45; HH35 e HH45; HH38 e HH45. Diferente 

do observado neste estudo, Rengaraj e colaboradores (2011) detectaram DNMT3B 

em níveis alto e moderado, respectivamente, em embriões de Gallus gallus 

domesticus machos entre os estágios E 6.5 – E 14.5. DNMT3A e DNMT3B atuam na 

metilação de novo, sendo responsáveis por estabelecer novos padrões de metilação 

de DNA em embriões em estágio de implantação e durante a diferenciação de células 

germinativas em mamíferos (GAO et al., 2020; TAJIMA et al., 2016). 

Um estudo de desenvolvimento abrangendo os primeiros 12 dias após o 

nascimento foi realizado em um modelo de camundongo mutante para DNMT3L (DNA 

methyltrasnferase 3 like), uma coenzima de DNMT3B. Foram observados um menor 
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número de células germinativas e atraso na entrada em meiose em machos DNMT3L 

-/- . Neste mesmo estudo, foi visto que a expressão de DNMT3L é maior em gonócitos 

pré-natais, mas também é detectada e regulada durante o desenvolvimento e durante 

a espermatogênese (LA SALLE et al., 2007). DNMT3A e DNMT3B foram detectadas 

no núcleo de células humanas de carcinoma in situ testicular (KRISTENSEN et al., 

2014). 

Notamos que a expressão de DNMT1 foi maior que DNMT3A em quase todos 

os estágios de desenvolvimento analisados no presente estudo. Embora a expressão 

de DNMT3A tenha sido relativamente baixa, foi observada diferença estatística 

significativa entre HH32 e HH35. Rengaraj e colaboradores (2011) relataram níveis 

baixos e moderados de DNMT3A entre os estágios E6.5 a 25 semanas de idade em 

machos e fêmeas. O gene DNMT3A foi diferencialmente expresso durante o 

desenvolvimento do testículo porcino (ANQI et al., 2022). Embora DNMT1 apresente 

preferência por sítios de DNA hemimetilado, ela também apresenta capacidade 

significativa para metilação de novo (OKANO et al., 1999; ANDERSON et al., 2009). 

Portanto, os genes DNMT3A e DNMT3B, junto com DNMT1, podem estar envolvidos 

na aquisição de novas marcas epigenéticas durante a diferenciação testicular em 

aves. 

Ao contrário das DNMTs, as enzimas da família TET atuam na reversão da 

metilação, processo denominado desmetilação do DNA. Esses dois processos podem 

acontecer de forma ativa, com o auxílio das TETs, e de forma passiva, através da 

diluição do grupo metil por vários ciclos de retenção da expressão de DNMTs 

(BHUTANI; BURNS; BLAU, 2011; WU; ZHANG, 2017). 

Observamos uma tendência de aumento na expressão de TET1 e TET3 no 

estágio HH32. TET1 apresentou diferença estatística significativa entre os estágios 

HH32 e HH38; HH32 e HH41, enquanto TET3 apresentou diferença estatística 

significativa apenas entre HH32 e HH35.  Okuzaki e colaboradores (2017) analisaram 

a expressão das TETs no sangue e tecidos adultos de Gallus gallus domesticus, 

incluindo testículo, e observaram que TET1 foi o que mais se destacou durante todos 

os estágios analisados e no testículo adulto.TET1, TET2 e TET3 são expressas 

sucessivamente em diferentes estágios da espermatogênese humana e seus níveis 

de expressão foram associados à fertilidade masculina (NI et al., 2016).  TET1 e TET2 

apresentaram baixa expressão em células de carcinoma in situ e câncer testicular de 

células germinativas humanas (KRISTENSEN et al., 2014). 
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Já nos estágios finais, TET2 se destacou, com um aumento nos estágios HH41 

e HH45. Foram observadas diferenças estatísticas significativas entre os estágios 

HH32 e HH45; HH35 e HH41; HH35 e HH45; HH38 e HH45; HH41 e HH45. Okashita 

e colaboradores (2019) relataram TET2 atuando na desmetilação do promotor de Sry 

em camundongo durante o desenvolvimento gonadal. Neste estudo, observaram que 

camundongos deficientes em TET2 apresentavam ausência de 5-hidroximetilcitosina 

no promotor Sry. Além disso, a deficiência de TET2 diminuiu a expressão de Sry, 

indicando que a desmetilação do DNA mediada por TET2 pode regular positivamente 

a expressão de Sry e contribuir para a determinação do sexo. Kamdar e colaboradores 

(2019) observaram que TET2 é direcionado por mecanismos de repressão 

dependentes de andrógenos no câncer de próstata. 

A capacidade de remoção direcionada da metilação associada à função das 

TETs é particularmente importante em células-tronco embrionárias, pois elas 

precisam manter a capacidade de auto renovação, bem como adotar diversos padrões 

de metilação durante e após a diferenciação (ROSS; BOGDANOVIC, 2019). TET1 e 

TET3 parecem atuar de forma mais ativa no início da diferenciação do testículo. Já 

TET2 parece ter uma atuação mais tardia no desenvolvimento do testículo, 

possivelmente removendo marcas que já não se fazem necessárias aos estágios 

finais, e permitindo que fatores de transcrição se liguem a regiões que devem ser 

ativadas nesse momento. 

As células germinativas dão origem aos organismos individuais, são portadoras 

da informação hereditária e responsáveis pela diversidade genética (KURIMOTO; 

SAITOU, 2019). O desenvolvimento das células germinativas é um período crítico 

durante o qual os padrões epigenéticos são estabelecidos e mantidos (GODMANN; 

LAMBROT; KIMMINS, 2009). Os mecanismos epigenéticos fornecem aos organismos 

a capacidade de integrar informações genômicas e ambientais para modificar a 

atividade de seus genes e gerar um fenótipo específico. Durante o desenvolvimento, 

as células se diferenciam, adquirem e mantêm a identidade por meio de mudanças na 

expressão gênica. Isso é crucial para a determinação e diferenciação do sexo, que 

estão entre os processos de desenvolvimento mais importantes para o funcionamento 

adequado e a perpetuação das espécies (PIFERRER, 2013). 

O padrão geral de metilação do DNA estabelecido no embrião inicial serve 

como um mecanismo de proteção para manter as regiões reguladoras metiladas, a 

cromatina condensada e inacessível a fatores de transcrição (CEDAR; SABAG; 
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REIZEL, 2022). Com esse padrão geral de metilação do DNA servindo como ponto de 

partida, outros estágios de desenvolvimento são acompanhados por alterações na 

metilação do DNA específicas do estágio e do tipo de célula (ARGELAGUET et al., 

2019).  

À medida em que o desenvolvimento embrionário avança, um mecanismo de 

desmetilação programada individual para cada tipo de célula fornece a especificidade 

para manter a estrutura da cromatina aberta. Isso permite que elementos reguladores 

interajam com uma grande variedade de fatores de transcrição e, assim, regulem os 

perfis de expressão gênica que definem a identidade celular (CEDAR; SABAG; 

REIZEL, 2022). Mediadas pelo recrutamento local de TET demetilases ou pelas DNA 

metiltransferases, essas alterações programadas ajudam a definir a natureza e a 

função específica de cada célula e, portanto, de cada sistema biológico (CEDAR; 

BERGMAN, 2012; ZILLER et al., 2013). 

Como vimos anteriormente, as DNMTs e TETs são essenciais para a metilação 

do DNA. No entanto, ainda existem poucos estudos relatando o envolvimento das 

DNMTs e TETs na gonadogênese das aves. Embora a caracterização de alterações 

epigenéticas em células germinativas seja valiosa, seu papel em precursores de 

células somáticas talvez seja ainda mais importante, dado ao papel crítico das células 

somáticas na determinação do destino sexual. Os genes que regulam a determinação 

e diferenciação do sexo são expressos principalmente nessas células e devem ser 

submetidos a um complexo mecanismo de regulação (PIFERRER, 2013). 

Nossas descobertas ajudam a avançar na compreensão sobre a atuação de 

algumas enzimas da maquinaria epigenética durante o desenvolvimento dos 

testículos de galos. Devido à facilidade de acesso ao material de estudo, o embrião 

de galinha pode ser utilizado em pesquisas futuras para compreender melhor o 

mecanismo de regulação epigenética das gônadas. Para elucidar melhor como as 

enzimas se comportam durante todo o processo de diferenciação gonadal, é relevante 

analisar a maquinaria envolvida na metilação do DNA incluindo mais estágios do 

desenvolvimento, desde a gônada indiferenciada até o testículo adulto. 
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4.5. CONCLUSÃO 

Nossos achados sugerem uma possível atuação das vias de metilação e 

desmetilação na regulação epigenética ao longo do desenvolvimento testicular de 

galinhas. Os resultados indicam que o gene DNMT1 apresenta expressão significativa 

no início, meio e fim da diferenciação testicular, enquanto os genes TET1 e TET3 são 

mais expressos no estágio inicial HH32, e DNMT3B e TET2 nos estágios finais HH41 

e HH45. 
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5. CAPÍTULO 2 – Análise preditiva de Ilhas 

CpGs em promotores de genes envolvidos 

na diferenciação testicular de aves 
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5.1. INTRODUÇÃO 

As ilhas CpG são regiões de metilação de DNA ricas em dímeros CpGs e 

geralmente ficam localizadas na região promotora do gene. São conhecidas por 

regular a expressão do gene através de mudanças nos níveis de metilação nessas 

ilhas, geralmente levando ao silenciamento transcricional do gene correspondente. 

(DEATON; BIRD, 2011; LIM et al., 2019).  

Nos vertebrados a metilação do DNA ocorre predominantemente no dinucleotídeo 

CpG. Padrões distintos de metilação do DNA podem variar entre diferentes tecidos e 

estágios de desenvolvimento. A metilação do DNA pode impactar na expressão de 

genes ao impedir que fatores de transcrição se liguem na região promotora dos seus 

respectivos genes (BOGDANOVIĆ; VEENSTRA, 2009). 

Esse processo de regulação epigenética pode ocorrer através do impedimento da 

ligação de fatores de transcrição a região reguladora do gene devido a existência de 

ilhas CpGs metiladas no sítio de ligação do fator transcricional, ou por meio da ligação 

de proteínas do domínio de ligação a metil-CpG (MBDs) nas sequências de DNA ricas 

em ilhas CpGs existentes em regiões regulatórias dos genes.  A metilação das ilhas 

CpGs é o que influencia a regulação da expressão dos genes nos dois cenários.  

(BOGDANOVIĆ; VEENSTRA, 2009).  

Cerca de 70% dos promotores de genes anotados de vertebrados estão 

associados a uma ilha CpG.  Geralmente apresentam um tamanho maior que 200pb 

e um conteúdo de CG acima de 50% (DEATON; BIRD, 2011). No genoma de 

mamíferos aproximadamente 70-80% dos dinucleotídeos CpG são marcados pela 

metilação (LISTER et al., 2009). Essa modificação geralmente está associada a 

estados reprimidos da cromatina e inibição da transcrição (KLOSE; BIRD, 2006).  

Apesar da prevalência da metilação de CpGs, as ilhas CpGs são regiões 

específicas do genoma de vertebrados refratárias a essa modificação. Enzimas 

DNMTs são responsáveis por catalisar a metilação nos dinucleotídeos CpGs 

(EDWARDS et al., 2017; ROBERT et al., 2003).  

O sequenciamento de bissulfito de sódio revelou que a região promotora do gene 

Sry estava hipermetilada em embriões de camundongos com 8,5 dias pós coito (dpc), 

quando o gene Sry ainda não está expresso. No entanto, em 11,5 dpc esta região 

estava hipometilada na gônada, enquanto permaneceu hipermetilada em tecidos onde 

Sry não foi expresso, sugerindo que a expressão do Sry é controlada por um 
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mecanismo envolvendo a metilação do DNA (NISHINO et al., 2004). O gene Sry 

desempenha papel fundamental na determinação do sexo masculino em mamíferos 

(SMITH et al., 1999).  

Uma vez que a metilação do DNA quando presente nas ilhas CpGs pode alterar a 

regulação da expressão gênica impedindo que fatores de transcrição se liguem a sua 

região reguladora (BOGDANOVIĆ; VEENSTRA, 2009), é de extrema importância que 

essas regiões sejam bem descritas. A presença de ilhas CpGs nos promotores desses 

genes não está bem determinada. Neste estudo realizamos uma análise preditiva de 

ilhas CpGs nos promotores dos genes DMRT1, SOX9 e AMH e elaboramos uma rede 

interação gênica com os principais fatores de transcrição associados ao 

desenvolvimento do testículo em aves. 
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5.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1.1. ANÁLISE DE ILHAS CpGs 

As ilhas CpGs foram identificadas nas regiões promotoras dos genes DMRT1, 

AMH e SOX9 utilizando o Programa MethPrimers 

(http://www.urogene.org/methprimer2/) (LI; DAHIYA, 2002). As sequências das 

regiões promotoras foram obtidas usando o genoma de referência Gallus gallus 

disponível no Ensembl Genome Browser (https://www.ensembl.org/index.html) . 

Consideramos como região promotora os 2000pb anteriores ao start códon (ATG 

inicial). 

 

5.1.2. ANÁLISE DE FATORES DE TRANSCRIÇÃO 

O software Ciider® (GEARING et al., 2019) foi utilizado para realizar o 

levantamento dos fatores de transcrição que apresentam sítio de ligação nas regiões 

promotoras dos genes DMRT1, AMH e SOX9. 

 

5.1.3. INTERAÇÃO GÊNICA 

Uma rede de interação dos genes envolvidos no desenvolvimento testicular foi 

construída utilizando o software STRING v10 (SZKLARCZYK et al., 2015). 

  

https://www.ensembl.org/index.html
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5.3. RESULTADOS 

5.3.1. PESQUISA DE ILHAS CpGs 

Buscando entender melhor como as enzimas envolvidas na metilação do DNA 

podem estar atuando no desenvolvimento testicular, realizamos uma busca de ilhas 

CpGs na região reguladora dos genes mais citados na literatura como envolvidos 

diretamente no processo de diferenciação do testículo em aves e humanos. Foram 

selecionados os genes DMRT1, AMH e SOX9 (Figura 8). 

O gene DMRT1 possui dois transcritos caracterizados em galinha, DMRT1-201 

e DMRT1-202. Os dois são funcionais e apresentaram três ilhas CpGs em regiões 

semelhantes. O DMRT1-201 apresentou três ilhas CpGs de tamanhos distintos, sendo 

elas: Ilha CpG 1 contendo 113 pb (do 634 ao 746); Ilha CpG 2 contendo 414 pb (do 

748 ao 1161); e Ilha CpG 3 contendo 467 bp (do 1516 ao 1982). O transcrito DMRT1-

202 apresentou as seguintes ilhas CpGs: Ilha CpG 1 contendo 113 pb (do 598 ao 

710); Ilha CpG 2 contendo 414 pb (do 712 ao 1125) e Ilha CpG 3 contendo 467 pb (do 

1480 ao 1946). O gene AMH apresentou somente uma ilha CpG contendo 182 pb (do 

976 ao 1157) na região analisada. Por fim, o gene SOX9 apresentou duas ilhas CpGs 

na região promotora analisada, Ilha CpG1 contendo   630 pb (do 686 ao 1315) e Ilha 

CpG 2 contendo 851 pb (do 1439 ao 2289). Nessas regiões a porcentagem de CG foi 

acima de 50%.  
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Figura 8 - Mapa das ilhas CpGs preditas na região promotora do gene DMRT1 transcrito 201, DMRT1 

transcrito 202, AMH e SOX9 de galinha. Fonte: Retirado de http://www.urogene.org/methprimer2/. 

 

5.3.2. ANÁLISE DE FATORES DE TRANSCRIÇÃO 

Com o auxílio do software Ciiider® (GEARING et al., 2019), realizamos um 

levantamento de fatores de transcrição que se ligam nestas regiões promotoras. 

Foram encontrados mais de 200 fatores de transcrição em cada região promotora 

analisada, porém somente os fatores já descritos na gonadogênese foram 

selecionados e utilizados na análise de interação gênica (Figura 9). 

 

http://www.urogene.org/methprimer2/
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5.3.3. REDE DE INTERAÇÃO GÊNICA   

A rede de interação dos genes foi construída a fim de relacionar como os seus 

produtos funcionais (fatores de transcrição) podem estar atuando no desenvolvimento 

do testículo (Figura 9). Os genes DMRT1, AMH e SOX9 mostraram forte ligação 

respectivamente.  

 

Figura 9 – Interação dos genes responsáveis pelos fatores de transcrição envolvidos no 
desenvolvimento do testículo. A espessura das linhas representa a força do suporte de dados. 
Disponível em: https://version-11-5.string-
db.org/cgi/network?taskId=bNRpY9ogRk3o&sessionId=b7XkD6S6EFZn. 

  

https://version-11-5.string-db.org/cgi/network?taskId=bNRpY9ogRk3o&sessionId=b7XkD6S6EFZn
https://version-11-5.string-db.org/cgi/network?taskId=bNRpY9ogRk3o&sessionId=b7XkD6S6EFZn
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5.4. DISCUSSÃO  

A análise de predição das ilhas CpGs nos mostrou que, com exceção do gene 

AMH, todas os genes possuem mais de uma ilha CpG nos seus promotores. Estudos 

demonstraram que a regulação epigenética tem um papel importante na determinação 

do sexo em vertebrados, especialmente a modificação da metilação de dinucleotídeos 

CpGs no promotor de genes relacionados ao sexo (JIA et al., 2019; MIYAWAKI; 

TACHIBANA, 2019).  

A análise no promotor de DMRT1 em testículo humano mostrou um aumento 

da metilação relacionado ao fenótipo de hipoespermatogênese (WU et al., 2016).  A 

hipermetilação do gene AMH, em conjunto com outros genes, foi associada a 

feminização da gônada embrionária de galinha geneticamente macho (ZZ) (SHIODA 

et al., 2021). Em camundongos o gene SOX9 se mostrou hipometilado nos estágios 

fetal, neonatal e adulto do desenvolvimento testicular, e hipermetilado no ovário adulto 

(PAMNANI et al., 2016). SOX9 também se revelou hipometilado em cachorros 

geneticamente XX (SRY negativo) com alteração do desenvolvimento sexual. 

Portanto, apesar de ainda pouco explorada em galinhas, a metilação das regiões 

promotoras parecer ser importante para o desenvolvimento correto das gônadas.  

Em galinhas, o desenvolvimento dos testículos é governado pelo gene DMRT1 

ligado ao cromossomo Z, que ativa direta ou indiretamente os fatores masculinos, 

HEMGN, SOX9 e AMH (ESTERMANN; MAJOR; SMITH, 2021). Análise da expressão 

de DMRT1, SOX9, e AMH em embriões de galinha mostrou que a expressão desses 

genes é maior nas gônadas masculinas do que nas gônadas femininas (YANG et al., 

2016). A rede de interação mostra uma ligação forte entre esses genes. O gene 

DMRT1 codifica um fator de transcrição e foi confirmado ser um gene chave na 

regulação e formação do testículo no modelo aviário (IOANNIDIS et al., 2021). DMRT1 

exibe expressão sexualmente dimórfica (maior em gônadas masculinas) em várias 

espécies de mamíferos, pássaros, répteis e peixes, onde seu envolvimento no 

desenvolvimento dos testículos sugere que é um componente conservado da via de 

determinação do sexo dos vertebrados (SMITH et al., 1999). 

Um estudo realizado por Smith, Katz e Sinclair (2003) relatou que embriões de 

galinha com reversão de sexo feminino para masculino (geneticamente ZW) 

mostraram níveis elevados de expressão de DMRT1 semelhantes aos de machos 

normais (com duas cópias do cromossomo Z). Níveis elevados de DMRT1 estão 
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associados ao desenvolvimento do testículo, tanto em machos normais (ZZ) quanto 

em fêmeas com sexo reverso (ZW). A expressão de SOX9 também foi ativada durante 

a reversão do sexo feminino para masculino, mas pareceu atrasada em relação à 

regulação positiva de DMRT1 (SMITH; KATZ; SINCLAIR, 2003). Níveis mais altos de 

expressão de DMRT1 durante a diferenciação testicular, portanto, não refletem 

simplesmente uma diferença de dosagem do gene entre os dois sexos, mas implicam 

um envolvimento ativo no desenvolvimento masculino (SMITH; KATZ; SINCLAIR, 

2003). O knockdown de DMRT1 em embriões de galinha ZZ usando RNAs short 

hairpin entregue por vírus também resultou na feminização das gônadas, com 

regulação negativa de SOX9 e AMH, e ativação dos marcadores ovarianos, FOXL2 e 

Aromatase (SMITH et al., 2009). 

SOX9 é um gene necessário para o início do desenvolvimento das células pré-

Sertoli na medula gonadal. É um fator de transcrição do grupo SOX, que pertence à 

mesma família do SRY. Em camundongos ou humanos, o gene SOX9 é ativado pela 

ação combinada de SRY e SF1, que se ligam à região regulatória de SOX9 (CROFT 

et al., 2018; GONEN; LOVELL-BADGE, 2019; SEKIDO et al., 2004; SEKIDO; 

LOVELL-BADGE, 2008). Em galinha, SOX9 é regulado positivamente durante a 

formação do testículo (KENT et al., 1996; SILVA et al., 1996; TAKADA et al., 2006). 

Evidências indicam que DMRT1 ativa SOX9 durante a especificação das células pré-

Sertoli. A expressão de SOX9 é regulada negativamente após o knockdown de 

DMRT1 em gônadas masculinas (ZZ), e é ativada quando DMRT1 é menos expresso 

em gônadas femininas (ZW) (LAMBETH et al., 2014; SMITH et al., 2009; SMITH; 

MAJOR; ESTERMANN, 2021). 

Em mamíferos, um dos principais alvos do SOX9 é o AMH, uma glicoproteína 

secretada pelas células de Sertoli responsável pela regressão do ducto de Müller (DE 

SANTA BARBARA et al., 1998). Consequentemente, os transcritos SOX9 são primeiro 

detectados antes do AMH, no embrião de camundongo. No entanto, em galinha são 

notavelmente diferentes, sendo que o mRNA de AMH é expresso pela primeira vez 

antes do mRNA de SOX9 (HH25 vs HH30), e em ambos os sexos, embora sempre 

mais expresso em machos (HIRST; MAJOR; SMITH, 2018; OREAL et al., 1998; 

SMITH; SMITH; SINCLAIR, 1999).  

Alguns dados indicam que SOX9 não ativa a expressão do gene AMH no 

modelo aviário, embora possa mantê-la. AMH pode ser ativado por DMRT1, ainda que 

faltem evidências diretas. Outra possibilidade é que, enquanto a transcrição de AMH 
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é iniciada antes de SOX9, sua tradução em proteína pode ser retardada, ocorrendo 

após a de SOX9 (LAMBETH et al., 2014). A formação dos testículos no modelo aviário 

pode depender principalmente da ativação de SOX9 por DMRT1, com SOX9 

acionando a via genética masculina e reprimindo a via feminina (ESTERMANN; 

MAJOR; SMITH, 2021). Essas observações sugerem que o AMH não funciona como 

um ativador testicular precoce na galinha (LAMBETH et al., 2016). 

Diante do possível papel da metilação do DNA na determinação do sexo em 

vertebrados, estudos sobre o estado da metilação nas ilhas CpGs dos promotoros de 

DMRT1, SOX9 e AMH se fazem necessários para o melhor entendimento da 

regulação epigenética na ativação e inativação desses genes em galinha. 
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5.5. CONCLUSÃO 

Nossas análises sugerem evidências de ilhas CpGs nas regiões reguladoras 

dos genes DMRT1, AMH e SOX9 de galinhas, importantes para a diferenciação do 

testículo. Este estudo fornece informações sobre a possível localização e extensão 

das ilhas CpGs nos promotores analisados, o que facilitaria futuros estudos sobre o 

estado da metilação nestas regiões. 

 Ainda que faltem evidências diretas sobre os fatores de transcrições atuando 

na expressão dos genes analisados no genoma de galinhas, nossos achados indicam 

uma forte interação entre os genes DMRT1, AMH e SOX9.  
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6. CONCLUSÕES FINAIS 
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• Nossos achados evidenciam que os genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, 

TET1, TET2 e TET3 estão envolvidos na regulação epigenética do testículo, 

apresentando níveis de expressão específicos para cada estágio de 

desenvolvimento analisado. Estas alterações na metilação do DNA podem 

ter um papel importante na diferenciação e estabelecimento do perfil celular 

do testículo. 

• Em resumo, os genes TET1 e TET3 parecem estar envolvidos nos estágios 

iniciais, enquanto DNMT3B e TET2 estariam comprometidos com os 

estágios finais do desenvolvimento testicular. O gene DNMT1 parece estar 

envolvido no início, meio e final da diferenciação testicular, com 

possibilidade de função na manutenção de marcas de metilação ou 

inserção de novas marcas.   

• Os genes DMRT1, AMH e SOX9 apresentam ilhas CpGs em suas regiões 

promotoras, e mostram forte interação entre si.  
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