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1.	
   INTRODUÇÃO	
  GERAL	
  
	
  

	
  

A	
   definição	
   contemporânea	
   de	
   epigenética	
   faz	
   referência	
   a	
   mecanismos	
  

bioquímicos	
   de	
  modificações	
   no	
  DNA	
   que	
   são	
   transmitidas	
  mitoticamente	
   sem,	
   no	
  

entanto,	
   alterar	
   sua	
   sequência	
   original	
   de	
   nucleotídeos.	
   Todas	
   essas	
   mudanças	
  

bioquímicas	
   têm	
   uma	
   substancial	
   influência	
   na	
   estrutura	
   da	
   cromatina	
   e	
   função	
  

gênica,	
   que	
   difere	
   de	
   acordo	
   com	
   o	
   tipo	
   e	
   localização	
   da	
   modificação.	
   A	
  

reprogramação	
   epigenética	
   é	
   o	
   processo	
   pelo	
   qual	
   o	
   genótipo	
   do	
   organismo	
   é	
  

modulado	
  pelo	
  ambiente	
  para	
  produzir	
  seu	
  fenótipo.	
  Este	
  fenômeno	
  também	
  ajuda	
  a	
  

explicar	
  as	
  variações	
  individuais	
  e	
  a	
  singularidade	
  de	
  células,	
  tecidos	
  e	
  órgãos	
  apesar	
  

de	
  possuírem	
  uma	
  informação	
  genética	
  idêntica.	
  

As	
   modificações	
   epigenéticas	
   melhor	
   caracterizadas	
   hoje	
   são	
   a	
   metilação	
   do	
  

DNA,	
  as	
  modificações	
  das	
  histonas	
  que	
   compõem	
  os	
  nucleossomos	
   	
   (Jenuwein	
  and	
  

Allis,	
  2001)	
  e	
  ainda	
  a	
  ação	
  de	
  RNAs	
  não-­‐codificadores	
  (ncRNA	
  -­‐	
  do	
  inglês,	
  non-­‐coding	
  

RNA)	
  (revisto	
  por	
  Richards,	
  2006)).	
  

Os	
  processos	
  epigenéticos	
  são	
  hoje	
  reconhecidos	
  como	
  fundamentais	
  durante	
  o	
  

desenvolvimento	
  e	
  envelhecimento	
  (revisto	
  por	
   	
  Calvanese	
  at	
  al.,	
  2009),	
  e	
  cada	
  vez	
  

mais	
   estão	
   associados	
   a	
   mecanismos	
   de	
   doenças	
   como	
   o	
   câncer,	
   doenças	
   auto-­‐

imunes	
  e	
  síndromes	
  como	
  a	
  de	
  Prader-­‐Willi	
  e	
  de	
  Angelmann	
  (Ballestar	
  at	
  al.,	
  2006;	
  

Butler,	
   2009;	
   Tang	
   and	
   Ho,	
   2007).	
   Já	
   foi	
   também	
   demonstrado	
   que	
   mudanças	
  

ambientais	
   são	
  capazes	
  de	
   interferir	
  e	
  modificar	
  o	
  padrão	
  de	
  metilação	
  em	
  regiões	
  

específicas	
   do	
   DNA,	
   caracterizando	
   o	
   complexo	
   sistema	
   de	
   comunicação	
   entre	
  

fatores	
  externos	
  e	
  a	
  epigenética	
  (Postovit	
  at	
  al.,	
  2007).	
  	
  

Os	
  fenômenos	
  epigenéticos	
  mais	
  reconhecidos	
  são:	
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− aqueles	
   que	
   levam	
   à	
   diferenciação	
   celular	
   durante	
   o	
   desenvolvimento,	
  

responsáveis	
   pelo	
   padrão	
   coordenado	
   de	
   controle	
   da	
   expressão	
   de	
   um	
   zigoto	
  

indiferenciado	
  a	
  um	
  adulto	
  com	
  diferentes	
  tecidos	
  e	
  tipos	
  celulares	
  (Surani	
  at	
  al.,	
  

2007).	
  Uma	
  vez	
  diferenciada,	
  a	
  identidade	
  celular	
  é	
  mantida	
  e	
  cada	
  tipo	
  terá	
  seu	
  

padrão	
  único	
  de	
  expressão	
  gênica	
  derivado	
  de	
  seu	
  perfil	
  epigenético,	
  possuindo	
  

assim	
  um	
  epigenoma	
  próprio;	
  

− aqueles	
  que	
  determinam	
  o	
  padrão	
  de	
  expressão	
  monoalélico	
  de	
  um	
  gene	
  como	
  a	
  

expressão	
  monoalélica	
  aleatória	
  e	
  o	
  imprinting	
  genômico,	
  onde	
  o	
  alelo	
  expresso	
  

é	
  determinado	
  de	
  acordo	
  com	
  a	
  origem	
  parental;	
  

− a	
   inativação	
  do	
  cromossomo	
  X,	
  que	
   também	
  resulta	
  em	
  expressão	
  monoalélica	
  

dos	
  genes	
  deste	
  cromossomo.	
  

	
  

A	
  inativação	
  do	
  cromossomo	
  X	
  

A	
   inativação	
   do	
   cromossomo	
   X	
   (ICX)	
   é	
   um	
   impressionante	
   exemplo	
   de	
  

modificação	
   e	
   regulação	
   epigenética	
   nos	
   mamíferos.	
   O	
   evento	
   é	
   responsável	
   por	
  

garantir	
  a	
  compensação	
  de	
  dose	
  em	
  relação	
  à	
   transcrição	
  gênica	
  nos	
  cromossomos	
  

sexuais	
  entre	
  fêmeas	
  (XX)	
  e	
  machos	
  (XY)	
  	
  (LYON,	
  1961;	
  OHNO	
  at	
  al.,	
  1959).	
  

O	
   processo	
   tem	
   início	
   nas	
   primeiras	
   etapas	
   do	
   desenvolvimento	
   do	
   embrião	
  

feminino,	
  com	
  a	
  transcrição	
  do	
  gene	
  XIST,	
  a	
  partir	
  do	
  futuro	
  X	
  inativo	
  (Xi).	
  Este	
  gene	
  

exclusivo	
   de	
   mamíferos	
   eutérios	
   transcreve	
   para	
   um	
   ncRNA	
   e	
   suas	
   moléculas	
   se	
  

depositam	
  em	
  cis	
  e	
  então	
  recrutam	
  todas	
  as	
  modificações	
  epigenéticas	
  associadas	
  a	
  

heterocromatina,	
  incluindo	
  modificações	
  de	
  histona	
  e	
  metilação	
  de	
  DNA	
  deixando	
  o	
  

cromossomo	
  num	
  estado	
  transcricional	
  inativo	
  (revisto	
  em	
  	
  (Okamoto	
  at	
  al.,	
  2004).	
  

Um	
  locus	
  chave	
  para	
  a	
  ICX	
  é	
  o	
  Centro	
  de	
  Inativação	
  do	
  Cromossomo	
  X	
  (XIC	
  –	
  do	
  

inglês,	
  X	
  Inactivation	
  Centre)	
  	
  (Brown	
  at	
  al.,	
  1991;	
  Rastan	
  and	
  Cattanach,	
  1983).	
  Antes	
  

de	
   se	
   estabelecer	
   a	
   inativação,	
   em	
   cada	
   célula	
   do	
   embrião,	
   ocorre	
   uma	
   íntima	
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interação	
   entre	
   os	
   XICs	
   homólogos	
   (Bacher	
   at	
   al.,	
   2006;	
   Xu	
   at	
   al.,	
   2006).	
   Essa	
  

interação	
   está	
   diretamente	
   relacionada	
   aos	
   processos	
   de	
   contagem,	
   escolha	
   e	
  

iniciação	
   do	
   silenciamento,	
   sendo	
   que	
   cada	
   célula	
   irá	
   inativar	
   todos	
   menos	
   um	
  

cromossomo	
  X	
  por	
  genoma	
  diploide.	
  	
  

No	
   XIC	
   de	
   camundongos	
   existe	
   um	
   outro	
   importante	
   gene	
   com	
   atividade	
  

relacionada	
   à	
   supressão	
   de	
   Xist,	
   mantendo	
   o	
   X	
   ativo	
   (Xa),	
   o	
   Tsix	
   (do	
   inglês,	
   X	
  

(inactive)-­‐specific	
  transcript,	
  antisense)	
  	
  (Lee	
  at	
  al.,	
  1999).	
  Este	
  gene	
  também	
  produz	
  

um	
  ncRNA	
  e	
  sua	
  sequência	
  apresenta	
  sobreposição	
  à	
   toda	
  a	
  extensão	
  de	
  Xist	
   	
   (Lee	
  

and	
   Lu,	
   1999).	
   Apesar	
   de	
   o	
   homólogo	
   humano	
   TSIX	
   ter	
   sido	
   descrito	
   em	
   2001	
  

(Migeon	
  at	
  al.,	
  2001),	
  estudos	
  sobre	
  sua	
  existência	
  e	
  sua	
  função	
  continuam	
  gerando	
  

controvérsias	
  	
  (Lee,	
  2011;	
  Migeon,	
  2003;	
  Payer	
  and	
  Lee,	
  2008).	
  Em	
  extensão,	
  o	
  TSIX	
  

humano	
  não	
  cobre	
  a	
  região	
  promotora	
  de	
  XIST	
  (fundamental	
  para	
  sua	
  repressão	
  em	
  

camundongos),	
   pois	
   possui	
   uma	
   extremidade	
   3’	
   truncada,	
   e	
   ainda,	
   suas	
   ilhas	
   CpG	
  

(essenciais	
  na	
  expressão	
  de	
  Tsix)	
  são	
  incompletas	
  se	
  comparadas	
  às	
  de	
  camundongos	
  

(Migeon	
  at	
  al.,	
  2001).	
  

Embora	
  ainda	
  não	
  se	
  tenha	
  evidências	
  claras	
  sobre	
  alguma	
  função	
  envolvendo	
  o	
  

TSIX	
  humano	
  no	
  processo	
  de	
  ICX,	
  um	
  estudo	
  de	
  2013	
  identificou	
  outro	
  ncRNA,	
  sem	
  

homólogo	
  em	
  camundongos:	
  o	
  gene	
  XACT	
  (do	
  inglês,	
  X	
  active	
  coating	
  transcript).	
  Em	
  

linhagens	
  de	
  células	
  tronco	
  pluripotentes	
  este	
  gene	
  é	
  expresso	
  a	
  partir	
  do	
  Xa	
  e	
  seu	
  

RNA	
  também	
  se	
  deposita	
  em	
  cis,	
  entretanto	
  ao	
  contrário	
  do	
  que	
  ocorre	
  com	
  XIST,	
  a	
  

expressão	
  e	
  o	
  acúmulo	
  de	
  XACT	
  só	
  pode	
  ser	
  observado	
  em	
  células	
  indiferenciadas	
  em	
  

estágio	
  pré-­‐ICX	
  	
  (Vallot	
  at	
  al.,	
  2013).	
  	
  

Como	
   característica	
   de	
   um	
   fenômeno	
   epigenético,	
   o	
   estado	
   inativo	
   do	
  

cromossomo	
   X	
   é	
   firmemente	
   mantido	
   através	
   das	
   mitoses,	
   e	
   assim	
   as	
   células	
  

pertencentes	
   a	
   uma	
   população	
   clonal	
   devem	
   possuir	
   sempre	
   o	
   mesmo	
   Xi.	
   A	
  

estabilidade	
   do	
   silenciamento	
   observado	
   durante	
   as	
   mitoses	
   é	
   resultado	
   de	
   um	
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sinergismo	
  entre	
  múltiplos	
  fatores	
  epigenéticos	
  que	
  caracterizam	
  o	
  estado	
  inativo	
  do	
  

cromossomo	
  X	
  (Csankovszki	
  at	
  al.,	
  2001).	
  

A	
  ICX	
  pode	
  ocorrer	
  basicamente	
  de	
  duas	
  maneiras:	
  aleatória,	
  onde	
  cada	
  célula	
  

escolhe	
   ao	
   acaso	
   qual	
   será	
   o	
   cromossomo	
   Xi,	
   paterno	
   ou	
   materno;	
   ou	
   de	
   forma	
  

dependente	
   da	
   origem	
   parental,	
   “imprintada”	
   (adaptado	
   do	
   inglês,	
   imprinted)	
  

(Boumil	
  and	
  Lee,	
  2001).	
  As	
  células	
  somáticas	
  das	
  fêmeas	
  dos	
  mamíferos	
  eutérios	
  são	
  

exemplos	
  inativação	
  aleatória,	
  onde	
  qualquer	
  um	
  dos	
  seus	
  dois	
  cromossomos	
  X	
  pode	
  

ser	
   inativado	
   (Lyon,	
   1961).	
   Já	
   as	
   células	
   somáticas	
   de	
   fêmeas	
   marsupiais	
   são	
   um	
  

clássico	
   exemplo	
   de	
   inativação	
   “imprintada”,	
   nas	
   quais	
   o	
   X	
   de	
   origem	
   paterna	
   é	
  

sempre	
  inativado	
  (Sharman,	
  1971).	
  	
  

Durante	
  o	
  desenvolvimento	
  embrionário	
  de	
  camundongos	
  a	
  ICX	
  ocorre	
  em	
  duas	
  

etapas:	
  a	
  primeira	
  tem	
  início	
  no	
  embrião	
  em	
  estágio	
  de	
  duas	
  células	
  e	
  o	
  X	
  de	
  origem	
  

paterna	
  é	
  preferencialmente	
   inativado	
   (ICX	
  “imprintada”).	
  Na	
   fase	
  de	
  blastocisto	
  as	
  

células	
  da	
  massa	
  celular	
   interna	
  reativam	
  o	
  cromossomo	
  X	
  paterno	
  e	
  o	
  processo	
  de	
  

inativação	
  se	
  inicia	
  novamente	
  naquelas	
  células,	
  desta	
  vez	
  com	
  escolha	
  aleatória	
  do	
  

Xi	
  (Mak	
  at	
  al.,	
  2004;	
  Okamoto	
  at	
  al.,	
  2004).	
  Por	
  consequência	
  deste	
  fenômeno,	
  o	
  que	
  

se	
  observa	
  em	
  camundongos	
  é	
  a	
   ICX	
  “imprintada”	
  nos	
  tecidos	
  extra-­‐embrionários	
  e	
  

aleatória	
  no	
  embrião	
  propriamente	
  dito	
  (Takagi	
  e	
  Sasaki,	
  1975;	
  West	
  at	
  al.,	
  1977).	
  Em	
  

humanos	
  até	
  o	
  momento	
  foi	
  observado	
  apenas	
  o	
  padrão	
  de	
   ICX	
  aleatória	
  tanto	
  em	
  

tecidos	
  extra-­‐embrionários	
  quanto	
  no	
  organismo	
  adulto	
  (Amos-­‐Landgraf	
  at	
  al.,	
  2006;	
  

Moreira	
  de	
  Mello	
  at	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Dados	
   relacionados	
   aos	
   mecanismos	
   de	
   ICX	
   no	
   início	
   do	
   desenvolvimento	
  

humano	
   são	
   difíceis	
   de	
   serem	
   obtidos	
   não	
   apenas	
   por	
   causa	
   das	
   restrições	
   éticas	
  

feitas	
  a	
  estudos	
  que	
  envolvem	
  embriões	
  humanos,	
  mas	
  também	
  pela	
  dificuldade	
  em	
  

se	
   obter	
   e	
   manipular	
   o	
   material.	
   Entretanto	
   dois	
   importantes	
   estudos	
   buscaram	
  

determinar	
   em	
   que	
   momento	
   a	
   ICX	
   teria	
   início	
   em	
   embriões	
   em	
   estágio	
   pré-­‐

implantacional.	
   Através	
   de	
   experimentos	
   com	
  hibridação	
   fluorescente	
   in	
   situ	
   (FISH,	
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sigla	
   em	
   inglês	
   para	
   fluorescent	
   in	
   situ	
   hybridization)	
   de	
   RNA	
   van	
   den	
   Berg	
   e	
  

colaboradores	
   (2009)	
  e	
  Okamoto	
  e	
  colaboradores	
   (2011)	
  detectaram	
  a	
  presença	
  do	
  

RNA	
  de	
  XIST	
  e	
  seu	
  acúmulo	
  se	
  intensificando	
  em	
  embriões	
  a	
  partir	
  do	
  estágio	
  de	
  oito	
  

células.	
  Além	
  disso,	
  van	
  den	
  Berg	
  e	
  colaboradores	
  (2009)	
  foram	
  capazes	
  de	
  detectar	
  

expressão	
   monoalélica	
   do	
   gene	
   CHIC1	
   no	
   X	
   ativo,	
   enquanto	
   Okamoto	
   e	
  

colaboradores	
   (2009)	
   observaram	
   expressão	
   bialélica	
   para	
   os	
   genes	
  ATRX,	
   FGD1	
   e	
  

HUWE1.	
  Assim,	
  a	
  extensão	
  do	
  silenciamento	
  transcricional	
  dos	
  genes	
  no	
  cromossomo	
  

X	
  no	
  estágio	
  de	
  blastocisto	
  não	
  foi	
  conclusiva.	
  

Em	
  células	
  adultas	
  humanas,	
  nas	
  quais	
  a	
  ICX	
  já	
  se	
  estabeleceu,	
  cerca	
  de	
  15%	
  dos	
  

genes	
   se	
   mantém	
   trascricionalmente	
   ativos	
   a	
   partir	
   do	
   Xi,	
   mostrando	
   expressão	
  

bialélica	
   e	
   outros	
   10%	
   apresentam	
   padrões	
   de	
   atividade	
   que	
   podem	
   variar	
   entre	
  

tecidos	
  e	
  até	
  mesmo	
  entre	
  os	
  indivíduos	
  (Anderson	
  e	
  Brown,	
  1999;	
  Carrel	
  e	
  Willard,	
  

2005).	
   Muitos	
   desses	
   genes	
   que	
   escapam	
   à	
   ICX	
   estão	
   presentes	
   nas	
   regiões	
  

pseudoautossômicas	
   ou	
   apresentam	
   homólogos	
   no	
   cromossomo	
   Y,	
   e	
   assim	
   são	
  

expressos	
   de	
   forma	
   bialélica	
   em	
   ambos	
   os	
   gêneros.	
   Já	
   àqueles	
   genes	
   do	
   X	
   que	
  

escapam	
   à	
   ICX	
   sem	
   equivalentes	
   funcionais	
   no	
   cromossomo	
   Y,	
   foram	
   atribuídas	
  

funções	
  relacionadas	
  com	
  as	
  diferenças	
  entre	
  os	
  gêneros,	
  e	
  podem	
  também	
  explicar	
  

as	
   anormalidades	
   clínicas	
   reconhecidas	
   em	
   pacientes	
   com	
   aneuploidias	
   do	
  

cromossomo	
   X.	
   Assim,	
   acredita-­‐se	
   que	
   os	
   produtos	
   transcricionais	
   dos	
   genes	
   que	
  

escapam	
   à	
   ICX	
   devem	
   ter	
   papel	
   nos	
   fenótipos	
   encontrados	
   em	
   indivíduos	
   com	
   a	
  

síndrome	
   de	
   Klinefelter	
   (47,XXY)	
   e	
   a	
   síndrome	
   de	
   Turner	
   (45,X)	
   	
   (Berletch	
   at	
   al.,	
  

2011).	
  

Além	
  disso,	
  diferenças	
  observadas	
  no	
   fenótipo	
  de	
  mulheres	
   com	
  síndrome	
  de	
  

Turner	
   com	
   diferentes	
   origens	
   parentais	
   do	
   cromossomo	
   X	
   herdado	
   sugerem	
   a	
  

existência	
  de	
  regulação	
  por	
   imprinting	
  em	
  algum(ns)	
  dos	
  gene(s)	
  do	
  cromossomo	
  X	
  

(revisto	
  por	
  	
  Lee	
  and	
  Bartolomei,	
  2013).	
  Entretanto,	
  até	
  o	
  momento,	
  não	
  foi	
  descrita	
  

a	
  ocorrência	
  de	
  nenhum	
  gene	
  assim	
  regulado	
  no	
  cromossomo	
  X	
  humano.	
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  TRANSCRICIONAL	
  DO	
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  ANÁLISE	
  IN	
  SILICO	
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1. INTRODUÇÃO	
  
	
  

Após	
  mais	
  de	
  meio	
  século	
  desde	
  a	
  proposição	
  de	
  Mary	
  Lyon	
  sobre	
  a	
  existência	
  

de	
   compensação	
   de	
   dose	
   através	
   da	
   inativação	
   transcricional	
   global	
   de	
   um	
   dos	
  

cromossomos	
  sexuais	
  de	
  mamíferos	
  eutérios	
  (Lyon,	
  1961	
  e	
  1962)	
  podemos	
  dizer	
  que	
  

muito	
   se	
   avançou	
   no	
   conhecimento	
   das	
   etapas	
   e	
   mecanismos	
   que	
   envolvem	
   o	
  

silenciamento	
   transcricional	
  de	
  um	
  cromossomo	
  X	
  em	
   todas	
  as	
   células	
  das	
   fêmeas.	
  

Entretanto,	
   a	
  maioria	
   do	
   que	
   se	
   sabe	
   hoje	
   sobre	
   o	
   início	
   do	
   processo	
   de	
   ICX	
   está	
  

baseada	
  em	
  estudos	
  envolvendo	
  camundongos,	
  e	
  cada	
  vez	
  mais	
  evidências	
   surgem	
  

mostrando	
  que	
  humanos	
  e	
  camundongos	
  diferem	
  substancialmente	
  quanto	
  ao	
  início	
  

do	
   processo	
   de	
   inativação	
   e	
   à	
   escolha	
   do	
   X	
   inativo	
   em	
   certas	
   fases	
   do	
  

desenvolvimento	
  (Okamoto	
  at	
  al.,	
  2011,	
  Moreira	
  de	
  Mello	
  at	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Tanto	
  em	
  humanos	
  como	
  em	
  camundongos,	
   sabe-­‐se	
  que	
  o	
   início	
  do	
  processo	
  

de	
  ICX	
  depende	
  da	
  expressão	
  e	
  super-­‐regulação	
  de	
  um	
  gene	
  em	
  especial,	
  o	
  XIST/Xist	
  

localizado	
  no	
  centro	
  de	
  inativação	
  do	
  cromossomo	
  X	
  (XIC)	
  (Payer	
  and	
  Lee,	
  2008).	
  Nas	
  

duas	
  espécies,	
  este	
  gene	
  transcreve	
  um	
  lncRNA	
  (do	
  inglês,	
  long	
  non-­‐coding	
  RNA)	
  que	
  

é	
  depositado	
  em	
  cis	
  no	
  Xi	
  mantendo	
  esse	
  padrão	
  ao	
   longo	
  de	
  toda	
  a	
  vida	
  da	
  célula	
  	
  

(Brockdorff	
  at	
   al.,	
   1992;	
   Brown	
  at	
   al.,	
   1992;	
   Clemson	
  at	
   al.,	
   1996).	
   Este	
   fenômeno	
  

pode	
  ser	
  observado	
  através	
  de	
  técnicas	
  de	
  FISH	
  de	
  RNA	
  como	
  um	
  forte	
  acúmulo	
  de	
  

suas	
  moléculas	
  sobre	
  o	
  Xi	
  em	
  células	
  adultas.	
  Genes	
  importantes	
  relacionados	
  ao	
  Xa	
  

foram	
  descritos	
  em	
  camundongos	
  e	
  humanos,	
   Tsix	
  e	
  XACT	
   respectivamente	
   (Lee	
  at	
  

al.,	
   1999;	
   Stavropoulos	
  at	
  al.,	
   2001;	
  Vallot	
  at	
  al.,	
   2013).	
  Apesar	
  de	
   terem	
  atividade	
  

funcional	
   exclusiva	
   em	
   cada	
   uma	
  das	
   espécies	
   onde	
   foram	
  descritos,	
   ambos	
   foram	
  

relacionados	
   ao	
   Xa	
   no	
   início	
   do	
   processo	
   de	
   ICX,	
   como	
   apresentado	
   na	
   introdução	
  

geral.	
  

Uma	
   vez	
   que	
   o	
   cromossomo	
   X	
   é	
   silenciado,	
   ele	
   é	
   mantido	
   neste	
   estado	
   nas	
  

células	
  somáticas	
  durante	
  toda	
  a	
  vida	
  do	
  organismo	
  de	
  maneira	
  estável,	
  mesmo	
  após	
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as	
   sucessivas	
  mitoses.	
   Em	
   termos	
  gerais,	
  o	
  estado	
   inativo	
  do	
  X	
  é	
  mantido	
  por	
  uma	
  

ação	
   conjunta	
   de	
   mecanismos	
   como	
   metilação	
   de	
   suas	
   ilhas	
   CpG,	
   a	
   constante	
  

transcrição	
  de	
  XIST/Xist,	
  modificações	
  das	
  histonas	
  (metilação	
  e	
  hipoacetilação),	
  e	
  a 

presença	
  da	
  variante	
  de	
  histona	
  macroH2A	
  (Csankovszki	
  at	
  al.,	
  2001;	
  Mietton	
  at	
  al.,	
  

2009).	
  

Em	
   camundongos,	
   o	
   gene	
   Xist	
   tem	
   sua	
   transcrição	
   iniciada	
   no	
   embrião	
   em	
  

estágio	
   pré-­‐implantacional	
   ainda	
   na	
   fase	
   de	
   duas	
   células,	
   o	
   que	
   coincide	
   com	
   a	
  

ativação	
   do	
   genoma	
   embrionário	
   (EGA	
   -­‐	
   do	
   inglês,	
   Embryonic	
   genome	
   activation).	
  

Nesta	
   fase,	
   o	
   gene	
   é	
   expresso	
   a	
   partir	
   de	
   ambos	
  os	
   cromossomos.	
   Entretanto,	
   sua	
  

expressão	
   é	
   rapidamente	
   estabilizada	
   e	
   seu	
   RNA	
   se	
   acumula	
   apenas	
   sobre	
   o	
  

cromossomo	
  X	
  paterno	
  (Payer	
  and	
  Lee,	
  2008).	
  No	
  estágio	
  de	
  blastocisto,	
  nas	
  células	
  

da	
   massa	
   celular	
   interna,	
   o	
   que	
   se	
   observa	
   é	
   a	
   reativação	
   do	
   X	
   paterno	
   e	
   uma	
  

segunda	
  etapa	
  de	
  ICX	
  -­‐	
  desta	
  vez	
  a	
  escolha	
  do	
  Xi	
  é	
  aleatória,	
  e	
  se	
  mantém	
  nas	
  células	
  

do	
   embrião	
   até	
   a	
   fase	
   adulta	
   (Deng	
  at	
   al.,	
   2014;	
   Patrat	
  at	
   al.,	
   2009).	
   Em	
  humanos	
  

pouco	
   se	
   sabe	
   sobre	
   os	
   estágios	
   iniciais	
   de	
   ICX:	
   em	
   que	
   momento	
   se	
   inicia	
   a	
  

transcrição	
  de	
  XIST,	
  se	
  no	
  início	
  a	
  ICX	
  ocorre	
  de	
  maneira	
  “imprintada”,	
  e	
  se	
  existem	
  

dois	
  momentos	
  de	
  ICX	
  como	
  observado	
  em	
  camundongos.	
  

Dois	
  estudos	
  entretanto,	
   tiveram	
  acesso	
  a	
  embriões	
  humanos	
  em	
  estágio	
  pré-­‐

implantacional	
   e	
   por	
   técnica	
   de	
   FISH	
   de	
   RNA	
   buscaram	
   responder	
   às	
   questões	
  

pendentes	
   no	
   processo	
   de	
   ICX	
   no	
   início	
   do	
   desenvolvimento:	
   van	
   den	
   Berg	
   e	
  

colaboradores	
  (2009)	
  apresentam	
  resultados	
  de	
  embriões	
  a	
  partir	
  do	
  estágio	
  de	
  oito	
  

células	
   e	
   Okamoto	
   e	
   colaboradores	
   (2011)	
   investigaram	
   a	
   expressão	
   de	
   XIST	
   em	
  

embriões	
  em	
  estágio	
  de	
  mórula	
  e	
  blastocisto.	
  van	
  den	
  Berg	
  e	
  colaboradores	
   (2009)	
  

concluíram	
  em	
  seu	
  estudo	
  que	
  um	
   leve	
  acúmulo	
  de	
  XIST	
   pode	
   ser	
  detectado	
   já	
  no	
  

embrião	
   de	
   oito	
   células	
   e	
   que	
   em	
   blastocisto	
   o	
   X	
   coberto	
   pelo	
   RNA	
   de	
   XIST	
   já	
  

apresenta	
  o	
  gene	
  CHIC1	
  inativado,	
  sugerindo	
  que	
  neste	
  estagio	
  do	
  desenvolvimento	
  a	
  

ICX	
   já	
  tenha	
  acontecido.	
  Okamoto	
  e	
  colaboradores	
  (2011)	
  entretanto	
  reportam	
  que	
  

os	
  genes	
  ATRX,	
  FGD1	
  e	
  HUWE1	
  se	
  mantém	
  ativos	
  mesmo	
  no	
  X	
  com	
  acúmulo	
  de	
  XIST	
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em	
   fase	
   de	
   blastocisto.	
   Especula-­‐se	
   que	
   a	
   disseminação	
   dos	
   sinais	
   para	
   o	
  

silenciamento	
   transcricional	
   dos	
   genes	
   no	
  Xi	
   ocorra	
   de	
  maneira	
   paulatina	
   e	
   que	
  os	
  

genes	
  próximos	
   ao	
  XIC	
   sejam	
  os	
  primeiros	
   a	
   serem	
   inativados	
   (Pinter	
  at	
  al.,	
   2012).	
  

Assim,	
   o	
   fato	
   de	
  CHIC1	
   encontrar-­‐se	
   na	
  mesma	
   banda	
   cromossômica	
   que	
  XIST	
   (Xq	
  

13.2,	
  montagem	
  genômica	
  de	
  referência	
  GRCh38)	
  e	
  os	
  genes	
  estudados	
  por	
  Okamoto	
  

e	
   colaboradores	
   (2011)	
   estarem	
  mais	
   distantes	
   (FGD1	
   (Xp11.21,	
   GRCh38),	
  HUEW1	
  

(Xp11.22,	
   GRCh38)	
   e	
  ATRX	
   (Xq21.1,	
   GRCh38),	
   pode	
   explicar	
   a	
   divergência	
   entre	
   os	
  

resultados	
   dos	
   dois	
   estudos	
   –	
   em	
   blastocistos	
   humanos	
   a	
   ICX	
   estaria	
   se	
  

estabelecendo	
  e	
  os	
  sinais	
  para	
  inativação	
  transcricional	
  se	
  disseminando,	
  logo	
  CHIC1,	
  

mais	
   próximo	
   de	
   XIST	
   já	
   estaria	
   inativado,	
   enquanto	
   que	
   aqueles	
   genes	
   mais	
  

distantes	
  ainda	
  estrariam	
  ativos.	
  	
  

	
   Em	
  camundongos	
  é	
  possível	
  reproduzir	
  in	
  vitro	
  o	
  processo	
  de	
  ICX	
  ao	
  longo	
  do	
  

desenvolvimento	
   ao	
   se	
   diferenciar	
   in	
   vitro	
   células	
   de	
   linhagens	
   de	
   células	
   tronco	
  

embrionárias	
   (CTEs)	
   femininas	
   (que	
   apresentam	
   dois	
   X	
   ativos,	
   XaXa)	
   (revisto	
   em	
  	
  

Bermejo-­‐Alvarez	
  at	
  al.,	
  2012).	
  Em	
  humanos	
  porém,	
  o	
  estado	
  de	
   inativação	
  do	
  X	
  em	
  

CTEs	
   indiferenciadas	
   parece	
   ser	
   muito	
   mais	
   complicado:	
   por	
   FISH	
   de	
   RNA	
   foram	
  

descritos	
  três	
  tipos	
  de	
  linhagens	
  de	
  acordo	
  com	
  o	
  padrão	
  de	
  acúmulo	
  de	
  XIST	
  antes	
  e	
  

depois	
  da	
  diferenciação	
  in	
  vitro:	
  classe	
  I,	
  sem	
  sinal	
  de	
  XIST	
  em	
  células	
  indiferenciadas	
  

e	
   como	
   sinal	
   após	
   diferenciação;	
   	
   classe	
   II	
   com	
   sinal	
   de	
   XIST	
   antes	
   e	
   depois	
   da	
  

diferenciação;	
  e	
  classe	
  III	
  sem	
  sinal	
  de	
  XIST	
  antes	
  ou	
  depois	
  da	
  diferenciação	
  (Silva	
  at	
  

al.,	
  2008).	
  Sob	
  a	
  ótica	
  do	
  estado	
  transcricional	
  dos	
  genes	
  do	
  cromossomo	
  X	
  em	
  CTEs	
  

humanas,	
  um	
  outro	
  trabalho	
  também	
  definiu	
  três	
  tipos	
  de	
  linhagens:	
  classe	
  I,	
  dois	
  X	
  

ativos;	
  classe	
  II,	
  	
  inativação	
  parcial;	
  e	
  classe	
  III,	
  inativação	
  total	
  de	
  um	
  dos	
  homólogos	
  

(Bruck	
  and	
  Benvenisty,	
   2011).	
  Assim,	
   ao	
   contrário	
  do	
  observado	
  em	
  camundongos,	
  

organismo	
  utilizado	
  universalmente	
  como	
  modelo,	
  em	
  humanos	
  ainda	
  não	
  é	
  possível	
  

reproduzir	
  in	
  vitro	
  fielmente	
  o	
  processo	
  de	
  inativação	
  do	
  cromossomo	
  X.	
  

Em	
  agosto	
  de	
  2013,	
  foram	
  publicados	
  dois	
  estudos	
  envolvendo	
  sequenciamento	
  

de	
   última	
   geração	
   de	
   RNA	
   total	
   (RNA-­‐Seq)	
   de	
   embriões	
   humanos	
   em	
   diferentes	
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estágios	
   pré-­‐implantacionais	
   (Xue	
   at	
   al.,	
   2013	
   e	
   Yan	
   at	
   al.,	
   2013).	
   Estes	
   trabalhos	
  

tornaram	
   públicos	
   dados	
   de	
   RNA-­‐Seq	
   de	
   células	
   únicas	
   isoladas	
   de	
   embriões	
   em	
  

estágio	
  de	
  2,	
  4	
  e	
  8	
  células,	
  e	
  em	
  estágio	
  de	
  mórula	
  e	
  de	
  blastocisto,	
  bem	
  como	
  de	
  

oócitos	
  e	
  zigotos	
  humanos	
  gerados	
  a	
  partir	
  de	
  técnicas	
  de	
  fertilização	
  in	
  vitro.	
  	
  

Ambos	
   os	
   estudos	
   apresentam	
   como	
   objetivo	
   comum	
   estudar	
   a	
   variação	
   no	
  

transcriptoma	
   ao	
   longo	
   do	
   desenvolvimento	
   humano.	
   Para	
   tanto,	
   eles	
   realizaram	
  

análises	
   similares	
  que	
  os	
   levaram	
  às	
  mesmas	
  conclusões,	
   corroborando	
  de	
  maneira	
  

independente	
  os	
  resultados	
  dos	
  dois	
  trabalhos.	
  Entre	
  os	
  principais	
  resultados	
  estão	
  a	
  

identificação	
   de	
   genes	
   chave	
   no	
   controle	
   do	
   desenvolvimento,	
   novos	
   lncRNAs	
   com	
  

expressão	
   específica	
   em	
   determinados	
   estágios,	
   início	
   de	
   ativação	
   do	
   genoma	
  

embrionário,	
  degradação	
  dos	
  mRNAs	
  maternos	
  estocados	
  durante	
  a	
  gametogênese,	
  

entre	
  outros.	
  Embora	
  muito	
  detalhados,	
  nenhum	
  dos	
  dois	
  trabalhos	
  se	
  interessou	
  em	
  

estudar	
   especificamente	
   a	
   atividade	
   transcricional	
   do	
   cromossomo	
   X	
   durante	
   o	
  

desenvolvimento	
   pré-­‐implantacional	
   humano.	
   Assim,	
   esses	
   dados	
   públicos	
   gerados	
  

propiciam	
   uma	
   oportunidade	
   única	
   de	
   se	
   estudar	
   o	
   início	
   da	
   ICX	
   em	
   diferentes	
  

estágios	
   do	
   desenvolvimento.	
   O	
   fato	
   de	
   os	
   dois	
   estudos	
   supramencionados	
   terem	
  

realizado	
  os	
  experimentos	
  em	
  células	
  únicas	
  permite	
  análises	
  ainda	
  mais	
  detalhadas	
  

do	
   que	
   aquelas	
   propostas	
   originalmente,	
   sendo	
   possível	
   determinar	
   se	
   todas	
   as	
  

células	
   de	
   um	
   determinado	
   embrião	
   dão	
   início	
   à	
   ICX	
   em	
   um	
   mesmo	
   momento,	
  

discriminando	
   individualmente	
   as	
   células	
   da	
   massa	
   celular	
   interna	
   e	
   as	
   da	
  

trofoectoderme	
   no	
   estágio	
   de	
   blastocisto;	
   além	
   disso,	
   pode-­‐se	
   avaliar	
   ainda	
   se	
   a	
  

inativação	
  do	
  cromossomo	
  X	
  ocorre	
  de	
  maneira	
  “imprintada”	
  ou	
  aleatória	
  nesta	
  fase	
  

do	
  desenvolvimento.	
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5. CONCLUSÕES	
  
	
  

Apesar	
   de	
   apenas	
   um	
   blastocisto	
   ter	
   tido	
   o	
   sexo	
   cromossômico	
   determinado	
  

como	
   XX,	
   os	
   resultados	
   apresentados	
   neste	
   capítulo	
   contribuem	
   significativamente	
  

para	
  a	
  compreensão	
  do	
  início	
  e	
  estabelecimento	
  da	
  inativação	
  do	
  cromossomo	
  X	
  em	
  

humanos.	
  Alguns	
  poucos	
  estudos	
   tentaram	
  observar	
  o	
   início	
  da	
   transcrição	
  de	
  XIST	
  

em	
   estágios	
   pré-­‐implantacionais:	
   por	
   PCR	
   convencional,	
   Daniels	
   e	
   colaboradores	
  

(1997)	
   e	
  Ray	
  e	
   colaboradores	
   (1997)	
  detectaram	
  a	
  expressão	
  de	
  XIST	
   em	
  embriões	
  

em	
  diferentes	
  fases	
  pré-­‐implantacionais	
  tanto	
  femininos	
  quanto	
  masculinos.	
  Porém,	
  

na	
   PCR	
   convencional	
   o	
   grande	
   número	
   de	
   ciclos	
   utilizados	
   na	
   amplificação	
   do	
  

material	
   obtido	
   pode	
   mascarar	
   a	
   verdadeira	
   intensidade	
   de	
   sinal	
   resultado	
   da	
  

expressão	
  de	
  XIST	
  nos	
  diferentes	
  estágios	
  e	
  gêneros,	
  o	
  que	
  pode	
  justificar	
  a	
  detecção	
  

de	
  RNA	
  de	
  XIST	
  já	
  em	
  zigotos	
  por	
  Daniels	
  e	
  colaboradores	
  (1997).	
  Todavia,	
  ambos	
  os	
  

trabalhos	
   relatam	
   aumento	
   de	
   expressão	
   de	
   XIST	
   dependente	
   da	
   fase	
   do	
  

desenvolvimento	
  (Daniels	
  at	
  al.,	
  1997;	
  Ray	
  at	
  al.,	
  1997).	
  

Uma	
   técnica	
  mais	
   sensível	
   é	
   a	
   de	
   FISH	
   de	
   RNA,	
   utilizada	
   por	
   van	
   den	
   Berg	
   e	
  

colaboradores	
  (2009)	
  e	
  Okamoto	
  e	
  colaboradores	
  (2011).	
  Apesar	
  de	
  concordarem	
  em	
  

alguns	
  aspectos,	
  os	
  resultados	
  desses	
  trabalhos	
  divergem	
  em	
  outros.	
  Em	
  blastocistos	
  

femininos,	
   van	
  den	
  Berg	
  e	
   colaboradores	
   (2009)	
   encontraram	
  90%	
  das	
   células	
   com	
  

acúmulo	
  de	
  XIST	
   em	
  um	
  único	
   cromossomo	
  X;	
   já	
  Okamoto	
   e	
   colaboradores	
   (2011)	
  

observaram	
  dois	
  acúmulos	
  de	
  sinal	
  moderado	
  de	
  XIST	
  em	
  85%	
  das	
  células	
  (Figura	
  9).	
  

Os	
   resultados	
   divergentes	
   podem	
   ser	
   explicados	
   por	
   variações	
   nas	
   condições	
   de	
  

cultura	
  e	
  qualidade	
  dos	
  embriões	
  utilizados,	
  bem	
  como	
  em	
  diferenças	
  nos	
  protocolos	
  

dos	
   ensaios	
   de	
   FISH	
   de	
   RNA	
   (Payer	
   at	
   al.,	
   2011).	
   Porém,	
   desde	
   então	
   não	
   houve	
  

novas	
  publicações	
  sobre	
  a	
  questão	
  do	
  início	
  da	
  ICX	
  em	
  humanos.	
  

A	
   tecnologia	
   de	
   RNA-­‐Seq	
   utilizada	
   no	
   presente	
   trabalho	
   se	
  mostrou	
   bastante	
  

sensível	
   e	
   corroborou	
  os	
   achados	
  dos	
   estudos	
  de	
   FISH	
  de	
  RNA	
  de	
  XIST	
   de	
   van	
  den	
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Berg	
  e	
  colaboradores	
  (2009),	
  pois	
  sua	
  expressão	
  foi	
  detectada	
  apenas	
  em	
  embriões	
  a	
  

partir	
  do	
  estágio	
  de	
  oito	
  células	
  (Figura	
  9).	
  Porém,	
  não	
  podemos	
  afirmar	
  se	
  o	
  gene	
  é	
  

expresso	
   a	
   partir	
   de	
   um	
   único	
   ou	
   dos	
   dois	
   cromossomos	
   X,	
   pois	
   não	
   foram	
  

detectados	
  polimorfismos	
  informativos	
  em	
  XIST.	
  

A	
   identificação	
   de	
   genes	
   do	
   cromossomo	
   X	
   que	
   apresentam	
   expressão	
  

monoalélica	
   independente	
  da	
  origem	
  parental	
   foi	
  de	
  fundamental	
   importância	
  para	
  

se	
  elucidar	
  as	
  questões	
  ainda	
  existentes	
  sobre	
  o	
  estabelecimento	
  e	
  o	
  padrão	
  de	
  ICX	
  

em	
   estágios	
   iniciais	
   do	
   desenvolvimento	
   pré-­‐implantacional	
   humano.	
   O	
   gráfico	
  

construído	
  com	
  os	
  embriões	
  femininos	
  mostra	
  claramente	
  que	
  há	
  genes	
  já	
  inativados	
  

no	
   cromossomo	
   X	
   (Figura	
   12,	
   em	
   vermelho).	
   Além	
   disso,	
   esta	
   inativação	
   é	
  

independente	
   da	
   origem	
   parental,	
   pois	
   existem	
   células	
   que	
   expressam	
   um	
   alelo	
  

enquanto	
  outras,	
  de	
  um	
  mesmo	
  embrião,	
  expressam	
  o	
  outro	
  alelo,	
  ao	
  contrário	
  do	
  

observado	
   nas	
   células	
   masculinas,	
   onde	
   todas	
   as	
   células	
   expressam	
  

predominantemente	
  o	
  mesmo	
  alelo.	
  	
  

O	
   sequenciamento	
   em	
   larga	
   escala	
   do	
   transcriptoma	
   de	
   células	
   únicas	
   pode	
  

apresentar	
  muita	
   variação	
   devido	
   à	
   escassa	
   quantidade	
   de	
  material	
   inicial.	
  Mas	
   os	
  

dados	
  apresentados	
  aqui	
  são	
  bastante	
  consistentes	
  principalmente	
  entre	
  as	
  amostras	
  

do	
  estudo	
  GSE36552,	
  se	
  observarmos	
  as	
  diferentes	
  células	
  de	
  um	
  mesmo	
  embrião	
  ou	
  

ainda	
  os	
  oócitos	
  e	
  zigotos	
  nas	
  diversas	
  análises	
  feitas	
  ao	
  longo	
  deste	
  capítulo.	
  

Podemos	
   assim	
   concluir	
   que	
   o	
   gene	
   responsável	
   pelo	
   início	
   da	
   inativação	
   do	
  

cromossomo	
  X	
  em	
  humanos,	
  XIST,	
  começa	
  a	
  ser	
  expresso	
  em	
  embriões	
  no	
  estágio	
  de	
  

oito	
  células,	
  coincidindo	
  com	
  a	
  ativação	
  do	
  genoma	
  do	
  embrião;	
  este	
  gene	
  pode	
  ter	
  a	
  

sua	
  expressão	
  detectada	
  tanto	
  em	
  embriões	
  femininos	
  quanto	
  masculinos,	
  mas	
  sua	
  

expressão	
   é	
   estabilizada	
   na	
   fase	
   de	
   blastocisto	
   sendo	
   altamente	
   expresso	
  

principalmente	
   em	
  embriões	
   femininos	
   (Figura	
   9).	
   Entretanto,	
   apesar	
   da	
   expressão	
  

de	
   XIST	
   aumentada	
   em	
   blastocisto,	
   o	
   silenciamento	
   transcricional	
   de	
   todo	
   o	
  

cromossomo	
   X	
   ainda	
   não	
   pode	
   ser	
   observado	
   nas	
   células	
   de	
   embriões	
   desta	
   fase.	
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Mesmo	
  assim,	
  a	
  análise	
  de	
  expressão	
  alelo-­‐específica	
  mostrou	
  que	
  alguns	
  genes	
  do	
  X	
  

já	
  apresentam	
  expressão	
  monoalélica,	
  e	
  que	
  a	
  ICX	
  ocorre	
  de	
  forma	
  aleatória	
  (Figura	
  

12).	
  

Adicionalmente,	
   as	
   análises	
   de	
   expressão	
   global,	
   relacionando	
   o	
   nível	
   de	
  

expressão	
   dos	
   genes	
   do	
   X	
   com	
  aqueles	
   autossômicos,	
   indicam	
  que	
   como	
  proposto	
  

por	
  Susumo	
  Ohno	
  (1967)	
  células	
  masculinas	
  apresentam	
  um	
  aumento	
  de	
  expressão	
  

dos	
  genes	
  ligados	
  ao	
  X	
  –	
  resultado	
  do	
  mecanismo	
  de	
  compensação	
  de	
  dose	
  entre	
  o	
  

seu	
  único	
  X	
  e	
  os	
  autossomos	
  (Figuras	
  14	
  e	
  15:	
  hESCp0).	
  É	
  interessante	
  notar	
  também	
  

que	
  todas	
  as	
  amostras	
  classificadas	
  como	
  masculinas	
  apresentaram	
  razão	
  X:A	
  menor	
  

do	
  que	
  aquelas	
  femininas	
  (Figuras	
  14	
  e	
  15:	
  8-­‐cél#3,	
  Blastocistos	
  #1	
  e	
  #2),	
  reflexo	
  dos	
  

dois	
  X	
  ativos	
  nas	
  femininas.	
  

	
  Infelizmente	
   não	
   podemos	
   dizer	
   nada	
   a	
   respeito	
   da	
   expressão	
   de	
   XIST	
   em	
  

estágio	
  de	
  mórula	
  pois	
  os	
  embriões	
  disponíveis	
  nessa	
  fase	
  são	
  muito	
  provavelmente	
  

XY	
  (Figura	
  8	
  A	
  e	
  tabela	
  4)	
  e	
  ainda	
  apresentam	
  aneuploidias	
  e/ou	
  deleções	
  envolvendo	
  

cromossomos	
  autossomos	
  (Figura	
  13:	
  Mórula#1)	
  e	
  mesmo	
  o	
  cromossomo	
  X	
  (Figura	
  6:	
  

boxplot	
  ‘cromossomo	
  X’	
  e	
  figura	
  16:	
  Mórula#2,	
  células	
  #3,	
  #4,	
  #6	
  e	
  #7).	
  

	
  O	
   que	
   se	
   pôde	
   observar	
   aqui	
   foi	
   a	
   presença	
   de	
   dois	
   X	
   ativos	
   em	
   embriões	
  

femininos	
   em	
   estágio	
   de	
   oito	
   células	
   e	
   o	
   início	
   efetivo	
   da	
   inativação	
   aleatória	
   no	
  

estágio	
   de	
   blastocisto	
   ao	
   menos	
   nas	
   células	
   do	
   epiblasto	
   e	
   endoderme	
   primitiva	
  

como	
  foram	
  classificadas	
  as	
  células	
  sequenciadas	
  do	
  blastocisto#3	
  no	
  estudo	
  de	
  Yan	
  

e	
  colaboradores	
  (2013).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



 

 49 
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1. INTRODUÇÃO	
  
	
  

Ainda	
  que	
   células	
   diploides	
   tenham	
  dois	
   alelos	
   de	
   cada	
   gene	
  em	
   seu	
   genoma	
  

nuclear,	
   nem	
   todos	
   exibem	
   expressão	
   bialélica:	
   cerca	
   de	
   0,5	
   a	
   15%	
   dos	
   genes	
  

presentes	
   nos	
   autossomos	
   são	
   expressos	
   a	
   partir	
   de	
   um	
   único	
   alelo	
   revisto	
   em	
  

(Eckersley-­‐Maslin	
   and	
   Spector,	
   2014).	
   	
   A	
   exemplo	
   do	
   que	
   ocorre	
   com	
   os	
  

cromossomos	
  X	
  d	
  e	
  mamíferos	
  eutérios,	
   esses	
   genes	
   têm	
  seus	
  alelos	
   inativados	
  de	
  

maneira	
   independente	
  da	
  origem	
  parental;	
  este	
  padrão	
  de	
  expressão	
  é	
  comumente	
  

identificado	
  como	
  expressão	
  monoalélica	
  aleatória.	
  	
  

Classicamente	
   os	
   genes	
   de	
   expressão	
   monoalélica	
   aleatória	
   foram	
   estudados	
  

em	
   grandes	
   grupos	
   gênicos	
   como	
   os	
   genes	
   olfatórios,	
   das	
   protocaderinas	
   e	
   das	
  

imunoglobulinas	
   (revisto	
   em	
   Eckersley-­‐Maslin	
   and	
   Spector,	
   2014).	
   Mais	
  

recentemente,	
   têm	
   sido	
   encontrados	
   em	
   humanos	
   alguns	
   genes	
   isolados	
   de	
  

expressão	
  monoalélica	
  aleatória	
  de	
  funções	
  diversas,	
  como	
  BCLAF1	
   (cromossomo	
  6)	
  

envolvido	
  no	
  processo	
  de	
  apoptose;	
  ABP1	
  (cromossomo	
  7)	
  de	
  ação	
  metabólica,	
  com	
  

propriedades	
  deaminase	
  oxidadativa;	
  ZFAT	
   (cromossomo	
  8)	
  também	
  envolvido	
  com	
  

apoptose	
  e	
  angiogênese	
  na	
  placenta;	
  e	
  IFI30	
  (cromossomo	
  19)	
  envolvido	
  no	
  controle	
  

intracelular	
  de	
  proteases	
  (Metsalu	
  at	
  al.,	
  2014).	
  

Outro	
   fenômeno	
   que	
   resulta	
   em	
   expressão	
   monoalélica	
   é	
   o	
   imprinting	
  

genômico,	
   resultado	
   de	
   marcas	
   epigenéticas	
   adicionadas	
   durante	
   a	
   gametogênese	
  

masculina	
  e	
  feminina	
  que	
  ocasionam	
  expressão	
  monoalélica	
  dependente	
  da	
  origem	
  

parental.	
  No	
  início	
  dos	
  anos	
  90	
  foram	
  identificados	
  os	
  primeiros	
  genes	
  autossômicos	
  

regulados	
   por	
   imprinting	
   (em	
   inglês,	
   imprinted	
   genes).	
   Atualmente,	
   conhecemos	
  

cerca	
  de	
  70	
  genes	
  humanos	
  assim	
  regulados	
  e	
  outros	
  200	
  são	
  candidatos	
  aguardando	
  

validação	
  (Wei	
  at	
  al.,	
  2014).	
  

Genes	
   “imprintados”	
   podem	
   ocorrer	
   de	
   forma	
   isolada,	
   mas	
   em	
   geral	
   estão	
  

agrupados	
   e	
   compartilham	
   elementos	
   regulatórios	
   em	
   cis.	
   O	
   cromossomo	
   7	
   de	
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camundongos,	
  por	
  exemplo,	
  apresenta	
  pelo	
  menos	
  cinco	
  domínios	
  de	
  imprinting	
  que	
  

concentram	
  quase	
  metade	
  dos	
  genes	
  “imprintados”	
  da	
  espécie.	
  Dentre	
  os	
  elementos	
  

regulatórios,	
   existem	
   sequências	
   de	
   DNA	
   responsáveis	
   pelo	
   imprinting	
   genômico,	
  

chamadas	
  de	
  regiões	
  controladoras	
  de	
  imprinting	
  (ICRs	
  -­‐	
  do	
  inglês,	
  Imprinting	
  Control	
  

Regions).	
   Os	
   dinucleotídeos	
   CpG	
   das	
   ICRs	
   são	
   submetidos	
   a	
   padrões	
   de	
  metilação	
  

diferenciados	
  dependendo	
  da	
  gametogênese	
  ser	
  feminina	
  ou	
  masculina	
  (revisto	
  por	
  

Wood	
  and	
  Oakey,	
  2006).	
  

Apesar	
   da	
   marca	
   epigenética	
   para	
   o	
   imprinting	
   genômico	
   ser	
   definida	
   na	
  

gametogênese,	
  é	
  muito	
  comum	
  que	
  genes	
   se	
  comportem	
  de	
  maneira	
  “imprintada”	
  

em	
  um	
  tecido,	
  e	
  em	
  outro	
  apresentem	
  expressão	
  bialélica	
  (Schulz	
  at	
  al.,	
  2006).	
  Um	
  

exemplo	
   intrigante	
   é	
   o	
   do	
   gene	
   humano	
   GRB10	
   (Growth	
   Factor	
   Receptor-­‐bound	
  

protein	
  10).	
  Este	
  gene,	
   localizado	
  no	
  cromossomo	
  7	
  possui	
  um	
  padrão	
  complexo	
  de	
  

expressão	
  que	
  combina	
  variantes	
  de	
  splicing	
  e	
  expressão	
  diferencial	
  dependendo	
  do	
  

tecido	
   (Monk	
   at	
   al.,	
   2009).	
   Os	
   autores	
   confirmaram	
   expressão	
   do	
   alelo	
   paterno	
  

exclusiva	
   no	
   cérebro,	
   mas	
   também	
   demonstraram	
   pela	
   primeira	
   vez	
   imprinting	
  

materno	
  para	
  o	
  mesmo	
  gene	
  nas	
  vilosidades	
  trofoblásticas	
  da	
  placenta.	
  

Não	
   são	
   raras	
   as	
   evidências	
   na	
   literatura	
   de	
   que	
   placenta	
   e	
   cérebro	
   estejam	
  

relacionados	
   evolutivamente	
   no	
   que	
   diz	
   respeito	
   à	
   conservação	
   de	
   regulação	
   de	
  

expressão	
   gênica	
   por	
   imprinting	
   genômico,	
   à	
   qual	
   foram	
   atribuídos	
   valores	
  

adaptativos	
  (revisto	
  em	
  Keverne,	
  2012;	
  Renfree	
  at	
  al.,	
  2013).	
  Esta	
  hipótese	
  é	
  apoiada	
  

pelo	
  fato	
  de	
  que	
  a	
  maioria	
  dos	
  genes	
  submetidos	
  a	
  imprinting	
  identificados	
  são	
  assim	
  

regulados	
   na	
   placenta	
   e	
   no	
   cérebro,	
   e	
   estão	
   geralmente	
   associados	
   ao	
  

comportamento	
   materno,	
   lactação,	
   transferência	
   materno-­‐fetal	
   de	
   nutrientes	
   e	
  

desenvolvimento	
  da	
  placenta	
  (revisto	
  em	
  Renfree	
  at	
  al.,	
  2013).	
  

A	
   identificação	
   de	
   genes	
   regulados	
   por	
   imprinting	
   no	
   cromossomo	
   X	
   é	
   um	
  

desafio,	
  pois	
  este	
  passa	
  por	
  um	
  processo	
  de	
  inativação	
  no	
  qual	
  o	
  cromossomo	
  inteiro	
  

é	
  transcricionalmente	
  silenciado	
  (inativação	
  do	
  cromossomo	
  X,	
  ou	
  ICX).	
  Isso	
  dificulta	
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a	
   identificação	
   de	
   um	
   gene	
   ligado	
   ao	
   X	
   que	
   tenha	
   sua	
   expressão	
   regulada	
   por	
  

imprinting	
  e	
  não	
  pela	
  ICX.	
  

No	
   embrião	
   de	
   camundongo,	
   em	
   estágios	
   pré-­‐implantacionais	
   até	
   a	
   fase	
   de	
  

mórula	
  e	
  nos	
   tecidos	
  extra-­‐embrionários,	
   a	
   ICX	
  é	
   “imprintada”	
  e	
  o	
   cromossomo	
  de	
  

origem	
   paterna	
   é	
   preferencialmente	
   silenciado.	
   Entretanto	
   nesses	
   animais	
   alguns	
  

genes	
  ligados	
  ao	
  X	
  foram	
  descritos	
  como	
  regulados	
  por	
  imprinting.	
  É	
  o	
  caso	
  da	
  família	
  

de	
  genes	
  Xlr:	
   em	
  2005,	
  o	
  gene	
  Xlr3b	
   foi	
  descrito	
   como	
   regulado	
  por	
   imprinting	
   em	
  

cérebro	
   de	
   camundongo,	
   sendo	
   expresso	
   a	
   partir	
   do	
   alelo	
  materno	
   (Davies	
   at	
   al.,	
  

2005).	
  	
  No	
  mesmo	
  volume	
  do	
  periódico,	
  foi	
  publicado	
  um	
  artigo	
  de	
  outro	
  grupo	
  que	
  

verificou	
   que,	
   além	
   de	
   Xlr3b,	
   os	
   parálogos	
   também	
   ligados	
   ao	
   X	
   Xlr4b	
   e	
   Xlr4c	
   são	
  

igualmente	
  expressos	
  exclusivamente	
  a	
  partir	
  do	
  alelo	
  de	
  origem	
  materna	
  em	
  células	
  

do	
  cérebro	
  (Raefski	
  and	
  O’Neill,	
  2005).	
  Já	
  na	
  placenta,	
  Davies	
  e	
  colaboradores	
  (2005)	
  

não	
   observaram	
   evidências	
   de	
   imprinting	
   e	
   os	
   resultados	
   expostos	
   por	
   Raefski	
   e	
  

O’Neill	
  (2005)	
  não	
  foram	
  conclusivos.	
  

Por	
   haver	
   inativação	
   preferencial	
   do	
   cromossomo	
   X	
   de	
   origem	
   paterna	
   em	
  

camundongos	
   nos	
   estágios	
   inicias	
   do	
   desenvolvimento	
   e	
   em	
   seus	
   tecidos	
   extra-­‐

embrionários,	
  os	
  genes	
  Xist	
  e	
  Tsix,	
   intimamente	
  envolvidos	
  no	
  início	
  do	
  processo	
  de	
  

ICX,	
  também	
  são	
  considerados	
  como	
  regulados	
  por	
  imprinting,	
  sendo	
  Xist	
  expresso	
  a	
  

partir	
  do	
  alelo	
  paterno	
  e	
  Tsix	
  do	
  alelo	
  materno	
  	
  (GF	
  at	
  al.,	
  1994;	
  Lee,	
  2000;	
  Sado	
  at	
  

al.,	
  2001;	
  Zuccotti	
  and	
  Monk,	
  1995)	
  

Os	
   trabalhos	
   de	
   Kobayashi	
   e	
   colaboradores	
   (2006,	
   2010,	
   2013)	
   trouxeram	
  

grandes	
   contribuições	
   à	
   lista	
   de	
   genes	
   “imprintados”	
   no	
   cromossomo	
   X	
   de	
  

camundongos.	
  Nesses	
   três	
   trabalhos	
  o	
  grupo	
   identificou	
   sete	
  genes	
   com	
  expressão	
  

de	
   origem	
   paterna	
   em	
   embriões	
   de	
   camundongo	
   em	
   estágios	
   pre-­‐implantacionais.	
  

São	
  eles,	
  Rhox5	
  (Kobayashi	
  at	
  al.,	
  2006),	
  Fthl17	
  (Kobayashi	
  at	
  al.,	
  2010),	
  e	
  mais	
  cinco	
  

genes	
  mapeados	
  na	
  região	
  que	
  compreende	
  o	
  centro	
  de	
  inativação	
  do	
  cromossomo	
  X	
  

(Jpx,	
  Ftx,	
  Zcchc13	
  e	
  os	
  microRNAs	
  miR-­‐374-­‐5p	
  e	
  miR-­‐421-­‐3p)	
  (Kobayashi	
  at	
  al.,	
  2013).	
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Os	
  três	
  genes	
  e	
  os	
  dois	
  microRNAs	
  identificados	
  estão	
  envolvidos	
  com	
  o	
  processo	
  de	
  

ICX	
  “imprintada”	
  (Kobayashi	
  at	
  al.,	
  2013;	
  Okamoto	
  at	
  al.,	
  2005);	
  tendo	
  sido	
  Jpx	
  e	
  Ftx	
  

relacionados	
   à	
   regulação	
   positiva	
   da	
   expressão	
   de	
   Xist	
   tanto	
   na	
   ICX	
   aleatória	
  

(Chureau	
  at	
   al.,	
   2011;	
   Tian	
  at	
   al.,	
   2010)	
   quanto	
   na	
   “imprintada”	
   (Kobayashi	
  at	
   al.,	
  

2013).	
  

Em	
  humanos,	
  há	
  muito	
  se	
  especula	
  sobre	
  a	
  existência	
  de	
  genes	
  do	
  cromossomo	
  

X	
  que	
  possam	
  ser	
  regulados	
  por	
  imprinting.	
  Entretanto,	
  até	
  o	
  momento,	
  as	
  evidências	
  

são	
  apenas	
   indiretas	
  e	
  estão	
  baseadas	
  em	
  traços	
  fenotípicos	
  de	
  pessoas	
  portadoras	
  

da	
   síndrome	
   de	
   Turner	
   (monossômicas	
   para	
   o	
   cromossomo	
   X	
   ou	
   com	
   grandes	
  

deleções	
  de	
  parte	
  deste	
  cromossomo)	
  (Bishop	
  at	
  al.,	
  2000;	
  Kesler	
  at	
  al.,	
  2004;	
  Skuse	
  

at	
   al.,	
   1997).	
   Em	
   um	
  primeiro	
   trabalho	
   publicado	
   em	
   1997,	
   Skuse	
   e	
   colaboradores	
  

analisaram	
   competências	
   sociais	
   de	
   mulheres	
   portadoras	
   da	
   síndrome	
   de	
   Turner	
  

relacionando	
  o	
  resultado	
  dos	
  testes	
  com	
  a	
  origem	
  parental	
  do	
  único	
  cromossomo	
  X.	
  

Eles	
  observaram	
  que	
  as	
  habilidades	
  sócio-­‐cognitivas	
  ficam	
  prejudicadas	
  naquelas	
  que	
  

possuem	
   apenas	
   o	
   X	
   de	
   origem	
   materna	
   em	
   comparação	
   com	
   as	
   que	
   possuem	
  

unicamente	
   o	
   X	
   de	
   origem	
   paterna.	
   Dada	
   essa	
   diferença,	
   os	
   autores	
   especulam	
   a	
  

existência	
   de	
   um	
   ou	
   mais	
   genes	
   regulados	
   por	
   imprinting	
   no	
   cromossomo	
   X,	
  

inativados	
   no	
   X	
   materno.	
   Além	
   disso,	
   ao	
   verificarem	
   que	
   mulheres	
   portadoras	
   de	
  

deleções	
   parciais	
   envolvendo	
   o	
   braço	
   curto	
   do	
   cromossomo	
   X	
   paterno	
   também	
  

apresentam	
   o	
   fenótipo	
   daquelas	
   com	
   monossomia	
   do	
   X	
   (Skuse	
   at	
   al.,	
   1997),	
   os	
  

autores	
  propuseram	
  a	
  localização	
  de	
  um	
  locus	
  imprintado	
  em	
  Xp.	
  

Em	
   outro	
   trabalho	
   com	
   a	
   participação	
   do	
   mesmo	
   grupo	
   (Good	
   at	
   al.,	
   2003),	
  

foram	
  observadas	
  alterações	
  no	
  volume	
  de	
  massa	
  cinzenta	
  na	
  amígdala	
  e	
  do	
  córtex	
  

orbitofrontal	
  de	
  mulheres	
  com	
  síndrome	
  de	
  Turner	
  quando	
  comparadas	
  a	
  mulheres	
  

normais,	
  sugerindo	
  mais	
  uma	
  vez	
  que	
  deve	
  haver	
  um	
   locus	
   regulado	
  por	
   imprinting	
  

no	
   cromossomo	
   X.	
   Mais	
   especificamente,	
   os	
   autores	
   identificaram	
   três	
   genes	
   no	
  

braço	
   curto	
   deste	
   cromossomo	
   relacionados	
   ao	
   desenvolvimento	
   estrutural	
   e	
  

funcional	
  dessas	
  áreas	
  do	
  sistema	
  nervoso,	
  MAOA	
  (Xp11.3,	
  montagem	
  genômica	
  de	
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referência	
   GRCh38),	
   MAOB	
   (Xp11.23,	
   GRCh38)	
   e	
   USP9X	
   (Xp11.4,	
   GRCh38),	
   e	
  

propuseram	
   que	
   esses	
   sejam	
   genes	
   candidatos	
   a	
   sofrerem	
   imprinting	
   no	
  

cromossomo	
  X	
  humano.	
  

Em	
  minha	
  dissertação	
  de	
  mestrado,	
   foi	
   aplicada	
  uma	
  nova	
   abordagem	
  para	
   a	
  

análise	
  de	
  expressão	
  alelo-­‐especifica	
  de	
  genes	
  presentes	
  no	
  cromossomo	
  X,	
  utilizada	
  

para	
  estudar	
  o	
  padrão	
  de	
  ICX	
  em	
  placenta	
  a	
  termo	
  (Moreira	
  de	
  Mello,	
  2010;	
  Moreira	
  

de	
  Mello	
  at	
  al.,	
  2010).	
  No	
  presente	
  trabalho,	
  essa	
  mesma	
  estratégia	
   foi	
  empregada	
  

para	
   investigar	
   o	
   padrão	
   de	
   expressão	
   alelo-­‐especifico	
   desses	
   genes	
   ligados	
   ao	
   X	
  

candidatos	
  a	
  serem	
  regulados	
  por	
  imprinting.	
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4. CONCLUSÃO	
  
	
  

Em	
  concordância	
  ao	
  que	
  foi	
  apresentado	
  por	
  Moreira	
  de	
  Mello	
  e	
  colaboradores	
  

(2010)	
  pode–se	
  observar	
  aqui	
  que	
  a	
  placenta	
  humana	
  a	
  termo	
  se	
  apresenta	
  como	
  um	
  

mosaico	
   em	
   relação	
   à	
   inativação	
   do	
   cromossomo	
   X,	
   e	
   que	
   vilos	
   não	
   adjacentes	
  

podem	
  apresentar	
  padrões	
  distintos	
  de	
  ICX.	
  

Apesar	
  de,	
  no	
  total,	
  este	
  trabalho	
  apresentar	
  dados	
  de	
  apenas	
  seis	
  amostras	
  de	
  

placenta	
  informativas,	
  a	
  interpretação	
  dos	
  resultados	
  de	
  sequenciamento	
  tipo	
  Sanger	
  

e	
  pirosequenciamento	
  torna	
  evidente	
  que	
  MAOA,	
  MAOB	
  e	
  USP9X	
  não	
  são	
  regulados	
  

por	
   imprinting	
   na	
  placenta	
  humana	
  a	
   termo,	
  pois	
  os	
  níveis	
   alelo-­‐específicos	
  de	
   sua	
  

expressão	
  seguem	
  o	
  padrão	
  de	
  ICX	
  de	
  cada	
  vilo,	
  (Tabelas	
  9	
  e	
  10	
  e	
  figuras	
  17	
  e	
  19).	
  As	
  

análises	
   em	
   cérebro	
   tampouco	
   indicam	
   imprinting	
   para	
   MAOA	
   e	
   MAOB.	
   Assim,	
  

podemos	
   afirmar	
   que	
   estes	
   genes	
   não	
   possuem	
   expressão	
   dependente	
   de	
   origem	
  

parental	
  nas	
  duas	
  principais	
  fontes	
  de	
  identificação	
  de	
  genes	
  “imprintados”,	
  cérebro	
  

e	
  placenta.	
  	
  

Como	
  descrito,	
  genes	
  presentes	
  no	
  cromossomo	
  X	
   inativo	
  podem	
  ainda	
  assim	
  

escapar	
   à	
   inativação	
   apresentando	
   expressão	
   bialélica	
   (Carrel	
   and	
   Willard,	
   2005),	
  	
  

fato	
  que	
  pode	
  ser	
  facilmente	
  confundindo	
  com	
  ICX	
  aleatória	
  quando	
  se	
  determina	
  o	
  

padrão	
  de	
  ICX	
  pela	
  expressão	
  de	
  um	
  pequeno	
  número	
  de	
  genes	
  (Moreira	
  de	
  Mello	
  at	
  

al.,	
   2010).	
   Sabe-­‐se	
   também	
   que	
   os	
   genes	
   que	
   escapam	
   à	
   ICX	
   não	
   são	
  

necessariamente	
   os	
   mesmos	
   entre	
   indivíduos	
   e	
   até	
   mesmo	
   entre	
   tecidos	
   de	
   uma	
  

mesma	
   pessoa	
   (Berletch	
   at	
   al.,	
   2011;	
   Cotton	
   at	
   al.,	
   2013).	
   Ao	
   propor	
   que	
  MAOA,	
  

MAOB	
  e	
  USP9X	
   fossem	
  genes	
  candidatos	
  a	
  serem	
  regulados	
  por	
   imprinting	
  Skuse	
  e	
  

colaboradores	
   (1997)	
   e	
   Good	
   e	
   colaboradores	
   (2003)	
   ressaltaram	
   que	
   estes	
   genes	
  

escapam	
  à	
   ICX	
   como	
  publicado	
  por	
  Disteche	
  e	
   colaboradores	
   (1999)	
   e	
  por	
  Carrel	
   e	
  

Willard	
   (2005).	
   Em	
   2009	
   Stabellini	
   e	
   colaboradores	
   mostraram	
   que	
   MAOA	
   é	
  

submetido	
   à	
   inativação	
   em	
   fibroblastos	
   humanos	
   e	
   os	
   resultados	
   aqui	
   expostos	
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também	
  indicam	
  que	
  na	
  placenta	
  humana	
  a	
  termo	
  os	
  genes	
  MAOA,	
  MAOB	
  e	
  USP9X	
  

não	
  escapam	
  à	
   ICX	
  pois	
  foi	
  possível	
   identificar	
  expressão	
  monoalélica	
  em	
  11	
  das	
  13	
  

amostras	
  heterozigotas	
  para	
  MAOA,	
   duas	
  das	
   três	
  para	
  MAOB	
   e	
   seis	
  das	
   sete	
  para	
  

USP9X	
  (Tabelas	
  9	
  e	
  10	
  e	
  figura	
  17).	
  Nas	
  amostras	
  de	
  cérebros	
  humanos,	
  entretanto,	
  

não	
   é	
   possível	
   afirmar	
   se	
   os	
   genes	
   escapam	
   ou	
   não	
   à	
   ICX,	
   pois	
   para	
   apenas	
   uma	
  

amostra	
   foi	
  possível	
  determinar	
   ICX	
  aleatória	
  de	
  acordo	
  com	
  a	
  expressão	
  de	
  XIST	
  e	
  

todas	
   apresentaram	
   expressão	
   de	
   ambos	
   os	
   alelo	
   para	
   os	
   genes	
  MAOA	
   e	
  MAOB	
  

(Figura	
  20	
  e	
  tabela11).	
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Conclusões	
  gerais	
  
	
  

Desde	
  a	
  proposição	
  de	
  Mary	
  Lyon,	
  em	
  1961,	
  de	
  que	
  mamíferos	
  apresentam	
  um	
  

mecanismo	
   de	
   compensação	
   de	
   dose	
   dos	
   cromossomos	
   sexuais	
   entre	
   fêmeas	
   e	
  

machos,	
   a	
   inativação	
   do	
   cromossomo	
   X	
   (ICX)	
   tem	
   se	
   tornado	
   um	
   campo	
   bastante	
  

empolgante	
   da	
   ciência	
   básica	
   e	
   aplicada.	
  Muito	
   do	
   conhecimento	
   que	
   se	
   tem	
  hoje	
  

advém	
   de	
   estudos	
   em	
   organismos	
   modelo	
   como	
   os	
   camundongos.	
   Entretanto,	
   ao	
  

longo	
   dos	
   últimos	
   cinquenta	
   anos	
   foram	
   observadas	
   diferenças	
   expressivas	
   entre	
  

humanos	
   e	
   camundongos:	
   diferenças	
   entre	
   genes	
   regulatórios	
   envolvidos	
   no	
   início	
  

processo	
   de	
   ICX	
   (como	
   XIST/Xist,	
   Tsix	
   e	
   XACT);	
   entre	
   a	
   escolha	
   do	
   X	
   inativado	
  

(“imprintada”	
   em	
   tecidos	
   extra-­‐embrionários	
   de	
   camundongo	
   e	
   aleatória	
   em	
  

humanos);	
   entre	
   o	
   poder	
   que	
   as	
   células	
   tronco	
   embrionárias	
   murinas	
   tem	
   em	
  

recapitular	
   o	
   processo	
   de	
   ICX	
   in	
   vitro	
   enquanto	
   que	
   as	
   humanas	
   não,	
   são	
   apenas	
  

alguns	
  exemplos.	
  

Ao	
  se	
  avaliar	
  o	
  perfil	
  de	
  atividade	
  alelo-­‐específico	
  de	
  genes	
  do	
  cromossomo	
  X	
  de	
  

embriões	
   humanos	
   em	
   diferentes	
   estágios	
   pré-­‐implantacionais	
   o	
   presente	
   estudo	
  

trouxe	
   contribuições	
   significativas	
   à	
   compreensão	
   do	
   início	
   do	
   processo	
   de	
   ICX	
   e	
  

escolha	
  do	
  X	
  inativo:	
  

− Foi	
   identificado	
   aqui	
   que	
   o	
   gene	
   XIST,	
   responsável	
   pelo	
   início	
   do	
  

processo	
  ICX,	
  somente	
  é	
  expresso	
  no	
  estágio	
  de	
  oito	
  células,	
  ao	
  mesmo	
  tempo	
  

em	
  que	
  se	
  observa	
  a	
  ativação	
  do	
  genoma	
  próprio	
  do	
  embrião;	
  

− Este	
   mesmo	
   gene	
   pode	
   ter	
   seus	
   transcritos	
   detectados	
   em	
   células	
  

femininas	
  ou	
  masculinas,	
  entretanto	
   sua	
  expressão	
  é	
  estabilizada	
  nas	
  células	
  

femininas	
  no	
  estágio	
  de	
  blastocisto	
  onde	
  ocorre	
  regulação	
  positiva	
  do	
  gene;	
  

− O	
  silenciamento	
   transcricional	
  dos	
  genes	
  do	
  cromossomo	
  X	
   tem	
   início	
  

no	
   estágio	
   de	
   blastocisto	
   e	
   a	
   escolha	
   do	
   X	
   inativo	
   se	
   dá	
   de	
   forma	
   aleatória.	
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Entretanto,	
  a	
  propagação	
  global	
  do	
  sinal	
  de	
  silenciamento	
  gênico	
  deve	
  ocorrer	
  

em	
  estágio	
  pós-­‐implantacional;	
  

− Adicionalmente	
   foi	
   demostrada	
   pela	
   primeira	
   vez	
   que	
   em	
   células	
  

embrionárias	
  a	
  proporção	
  de	
  genes	
  autossômicos	
  com	
  expressão	
  monoalélica	
  

é	
  muito	
  maior	
  do	
  que	
  se	
  esperava	
  coerente	
  com	
  o	
  observado	
   recentemente	
  

para	
  células	
  adultas.	
  

	
  

Em	
   relação	
   à	
   existência	
   de	
   genes	
   regulados	
   por	
   imprinting	
   no	
   cromossomo	
   X	
  

humano,	
   resultados	
   fenotípicos	
   de	
   mulheres	
   com	
   síndrome	
   de	
   Turner	
   parecem	
  

apontar	
   para	
   tal	
   fenômeno.	
   Foram	
   testados	
   no	
   presente	
   trabalho	
   três	
   genes	
   do	
  

cromossomo	
   X	
   candidatos	
   a	
   serem	
   assim	
   regulados	
   (MAOA,	
   MAOB	
   e	
   USP9X)	
  

entretanto,	
   não	
   se	
   observou	
   qualquer	
   evidência	
   de	
   que	
   estes	
   fossem	
   genes	
  

“imprintados”	
  em	
  amostras	
  de	
  cérebro	
  ou	
  de	
  placenta	
  humanos.	
  A	
  falta	
  de	
  evidência	
  

de	
  que	
  estes	
  sejam	
  genes	
  regulados	
  por	
  imprinting	
  não	
  invalida	
  as	
  observações	
  feitas	
  

em	
   mulheres	
   com	
   síndrome	
   de	
   Turner	
   que	
   indicam	
   a	
   presença	
   de	
   genes	
  

“imprintados”	
   no	
   X.	
   São	
   cada	
   vez	
   mais	
   abundantes	
   dados	
   de	
   sequenciamento	
   de	
  

última	
  geração	
  de	
  exoma	
  e	
  transcriptoma	
  humanos	
  depositados	
  em	
  bancos	
  públicos,	
  

utilizados	
   nas	
   buscas	
   por	
   genes	
   expressos	
   de	
   acordo	
   com	
   a	
   origem	
   parental.	
   As	
  

técnicas	
  de	
  bioinformática	
  aqui	
  aplicadas	
  se	
  mostraram	
  eficientes	
  em	
  estudar	
  genes	
  

do	
  cromossomo	
  X	
  a	
  partir	
  e	
  dados	
  de	
  RNA-­‐Seq,	
  em	
  geral	
  negligenciados	
  nesses	
  tipos	
  

de	
  estudo	
  dada	
  a	
  existência	
  da	
  ICX.	
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Resumo	
  

	
  
Eventos	
   epigenéticos	
   como	
   o	
   imprinting	
   genômico	
   e	
   a	
   inativação	
   do	
  

cromossomo	
   X	
   (ICX),	
   já	
   foram	
   amplamente	
   estudados	
   em	
   camundongos.	
   Nesses	
  

animais	
  muitos	
  dos	
  processos	
  epigenéticos	
  que	
  levam	
  à	
  ICX	
  já	
  estão	
  profundamente	
  

esclarecidos.	
  Em	
  humanos	
  entretanto,	
  o	
  conhecimento	
  sobre	
  a	
   ICX	
  é	
  mais	
   limitado,	
  

em	
   particular	
   os	
   eventos	
   iniciais	
   do	
   processo	
   durante	
   o	
   desenvolvimento	
  

embrionário.	
  	
  

O	
   desenvolvimento	
   e	
   aprimoramento	
   de	
   ensaios	
   que	
   envolvem	
   o	
  

sequenciamento	
   em	
   larga	
   escala	
   do	
   transcriptoma	
   (RNA-­‐Seq)	
   de	
   células	
   únicas	
  

iniciam	
  uma	
  nova	
  era	
  nos	
  estudos	
  sobre	
  a	
  ICX.	
  São	
  crescentes	
  os	
  dados	
  de	
  RNA-­‐Seq	
  

depositados	
   em	
   bancos	
   de	
   dados	
   públicos	
   e	
   em	
   2013	
   os	
   trabalhos	
   de	
   Xue	
   e	
  

colaboradores	
  e	
  de	
  Yan	
  e	
  colaboradores	
  tornaram	
  disponíveis	
  os	
  resultados	
  de	
  RNA-­‐

Seq	
  de	
  células	
  individuais	
  isoladas	
  de	
  embriões	
  humanos	
  a	
  partir	
  do	
  estágio	
  de	
  duas	
  

células	
  até	
  a	
   fase	
  de	
  blastocisto.	
  Através	
  de	
   técnicas	
  de	
  bioinformática	
  avaliamos	
  o	
  

nível	
   de	
   expressão	
   do	
   gene	
   XIST,	
   intimamente	
   envolvido	
   no	
   processo	
   de	
   ICX,	
   nos	
  

diferentes	
  estágios	
  do	
  desenvolvimento.	
  Alinhamos	
  também	
  as	
   leituras	
  geradas	
  por	
  

RNA-­‐Seq	
  contra	
  o	
  genoma	
  humano	
  de	
  referência	
  no	
  intuito	
  de	
  se	
  identificar	
  variantes	
  

em	
   regiões	
   transcritas	
   e	
   assim	
   verificar	
   a	
   origem	
   do	
   alelo	
   expresso.	
   Com	
   isso,	
  

pudemos	
   observar	
   que	
   o	
   gene	
   XIST	
   tem	
   sua	
   expressão	
   iniciada	
   em	
   embriões	
  

humanos	
  no	
  estágio	
  de	
  oito	
  células,	
  e	
  que	
  o	
  silenciamento	
  transcricional	
  dos	
  genes	
  

do	
  cromossomo	
  X	
  já	
  se	
  iniciou	
  no	
  estágio	
  de	
  blastocisto	
  de	
  forma	
  aleatória	
  mas	
  ainda	
  

não	
  se	
  disseminou,	
  i.e.	
  a	
  ICX	
  não	
  está	
  completa.	
  

Devido	
   ao	
   fenômeno	
   de	
   ICX,	
   a	
   caracterização	
   de	
   genes	
   “imprintados”	
   neste	
  

cromossomo	
   é	
   desafiadora.	
   Ainda	
   assim	
   em	
   camundongos	
   foram	
   relatados	
   alguns	
  

genes	
   do	
   X	
   que	
   são	
   assim	
   regulados.	
  Mulheres	
   portadoras	
   da	
   síndrome	
   de	
   Turner	
  

(45,X)	
   apresentam	
   diferenças	
   fenotípicas	
   dependentes	
   da	
   origem	
   parental	
   do	
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cromossomo	
   X	
   herdado,	
   sugerindo	
   a	
   existência	
   de	
   genes	
   “imprintados”	
   no	
   X	
  

humano.	
   Em	
   particular	
   os	
   genes	
   MAOA,	
   MAOB	
   e	
   USP9X	
   foram	
   indicados	
   como	
  

candidatos	
  a	
  serem	
  regulados	
  por	
  imprinting.	
  Através	
  do	
  sequenciamento	
  de	
  regiões	
  

transcritas	
   contendo	
  SNPs	
  em	
  heterozigose	
   foram	
  avaliados	
  o	
  padrão	
  de	
  expressão	
  

alelo-­‐específico	
  dos	
  três	
  genes	
  indicados.	
  Nenhum	
  sinal	
  de	
  regulação	
  por	
   imprinting	
  

pôde	
  ser	
  detectado	
  nem	
  em	
  placenta	
  nem	
  em	
  cérebro	
  humano,	
  pois	
  a	
  procedência	
  

dos	
  alelos	
  expressos	
  era	
   independente	
  da	
  origem	
  parental.	
   Isso	
  não	
   significa	
  que	
  a	
  

variabilidade	
   fenotípica	
   em	
   mulheres	
   com	
   Turner	
   não	
   possa	
   ser	
   explicada	
   por	
  

imprinting	
   	
  em	
  genes	
  do	
  X.	
  Experimentos	
  de	
  RNA-­‐Seq	
  em	
  diversos	
  tecidos	
  humanos	
  

ou	
  a	
  partir	
  de	
  células	
  únicas	
  são	
  uma	
  abordagem	
  conveniente	
  para	
  se	
  elucidar	
  este	
  

fenômeno.	
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Abstract	
  
	
  

Epigenetic	
   phenomena	
  as	
   genomic	
   imprinting	
   and	
  X	
   chromosome	
   inactivation	
  

(XCI)	
   have	
   been	
   widely	
   studied	
   in	
   mice.	
   While	
   most	
   of	
   the	
   processes	
   and	
   steps	
  

involved	
  in	
  XCI	
  in	
  mice	
  are	
  well	
  studied,	
  in	
  humans	
  our	
  knowledge	
  is	
  still	
  very	
  limited,	
  

specially	
  during	
  early	
  embryo	
  development.	
  

Advances	
   in	
   single-­‐cell	
   whole	
   transcriptome	
   high	
   troughput	
   sequencing	
  

techniques	
  (RNA-­‐Seq)	
  bring	
  a	
  new	
  era	
  to	
  the	
  XCI	
  field.	
  Single-­‐cell	
  RNA-­‐Seq	
  results	
  of	
  

from	
  2-­‐cell	
  to	
  the	
  blastocyst	
  stage	
  of	
  human	
  embryos	
  were	
  published	
  by	
  Xue	
  et	
  cols	
  

and	
  Yan	
  et	
  cols	
  in	
  2013.	
  	
  

Using	
  bioinformatics	
  techniques	
  we	
  searched	
  for	
  the	
  XIST	
  gene	
  expression	
  level	
  

(a	
   gene	
   closely	
   involved	
   in	
   XCI)	
   throughout	
   the	
   human	
   pre-­‐implantation	
   embryo	
  

development.	
   We	
   aligned	
   reads	
   generated	
   by	
   RNA-­‐Seq	
   assays	
   to	
   the	
   human	
  

reference	
  genome	
  looking	
  for	
  variants	
  in	
  gene	
  transcriptional	
  regions	
  and	
  to	
  identify	
  

the	
  origin	
  of	
  the	
  expressed	
  allele.	
  Our	
  results	
  show	
  that	
  XIST	
  expression	
  starts	
  from	
  

the	
  8-­‐cell	
  stage	
  and	
  is	
  stabilized	
  and	
  upregulated	
  at	
  the	
  female	
  blastocyst	
  stage.	
  We	
  

also	
  show	
  that	
  the	
  transcriptional	
  silence	
  of	
  X-­‐linked	
  genes	
  started	
  at	
  the	
  blastocyst	
  

stage	
  and	
  is	
  independent	
  of	
  parental	
  origin	
  but	
  this	
  does	
  not	
  apply	
  for	
  all	
  genes.	
  We	
  

concluded	
   that	
   the	
   completion	
   of	
   the	
   transcriptional	
   silence	
   step	
   is	
   probably	
  

established	
  during	
  post-­‐implantation	
  stage.	
  	
  

	
  The	
   search	
   for	
   X-­‐linked	
   imprinted	
   genes	
   is	
   challenging	
   due	
   to	
   the	
   XCI	
  

phenomenon.	
  Nevertheless,	
  X-­‐imprinted	
  genes	
  were	
  reported	
  in	
  mice.	
  In	
  humans,	
  no	
  

X-­‐imprinted	
  genes	
  were	
  found	
  so	
  far,	
  but	
  phenotypic	
  differences	
  reported	
  in	
  Turner’s	
  

syndrome	
   (45,X)	
   women	
   was	
   related	
   to	
   the	
   parental	
   origin	
   of	
   the	
   X	
   chromosome	
  

inherited.	
   This	
   suggests	
   the	
   existence	
   of	
   X-­‐linked	
   imprinted	
   genes,	
   in	
   particular	
  

MAOA,	
  MAOB	
  and	
  USP9X	
  seemed	
  good	
  candidates.	
  By	
  sequencing	
  transcript	
  regions	
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containing	
   heterozygous	
   SNPs	
   in	
   these	
   genes	
   we	
   could	
   access	
   their	
   expression	
  

pattern.	
  Our	
  results	
  show	
  no	
  sign	
  of	
  imprinting	
  regulation	
  of	
  MAOA,	
  MAOB	
  or	
  USP9X,	
  

neither	
   in	
   human	
   brain	
   nor	
   in	
   human	
   term	
   placenta.	
   This	
   does	
   not	
   rule	
   out	
   the	
  

possibility	
   that	
   the	
   phenotypic	
   differences	
   observed	
   in	
   Turner’s	
   syndrome	
   women	
  

could	
  be	
   the	
  consequence	
  of	
  other	
  unknown	
  X-­‐linked	
   imprinted	
  genes.	
  RNA-­‐Seq	
  of	
  

different	
   human	
   female	
   tissues	
   is	
   a	
   powerful	
   approach	
   to	
   finally	
   find	
   the	
   genes	
  

involved	
  in	
  such	
  phenotypes.	
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