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CONTROLE EPIGENÉTICO DE GENES “IMPRINTED” EM PLACENTAS DE 
GESTAÇÕES PRODUZIDAS POR TRANSFERÊNCIA EMBRIONÁRIA, 

FECUNDAÇÃO IN VITRO E TRANSFERÊNCIA NUCLEAR EM BOVINOS 
 

RESUMO - O processo de desenvolvimento embrionário e placentário está sob 

controle epigenético intenso, com os diversos processos epigenéticos 

regulando a diferenciação de células pluripotentes em células especializadas. 

Um desenvolvimento placentário anormal é observado com frequência em 

gestações de clones, e está associado a uma alteração na reprogramação 

epigenética da célula doadora e do embrião formado. O objetivo deste trabalho 

foi avaliar a expressão dos genes “imprinted” TSSC4 e PHLDA2 em tecido 

cotiledonário e intercotiledonário, aos 60 dias de gestação, de placentas 

produzidas por Transferência Embrionária (TE), Fecundação In Vitro (FIV) e 

Transferência Nuclear (TN) em bovinos, e também investigar o controle 

epigenético desses genes na placenta bovina, avaliando o perfil epigenético 

dos mesmos em tecidos cotiledonários dos grupos experimentais (TE, FIV e 

TN). A expressão do gene TSSC4 foi reduzida em 30% na região cotiledonária 

do grupo produzido por TN, no entanto a expressão do gene PHLDA2 

aumentou em aproximadamente onze vezes nos grupos TN e FIV, quando 

comparados ao grupo TE. Análises de ChIP para a histona H3 na região 

promotora proximal dos genes TSSC4 e PHLDA2 mostraram um aumento para 

a marcação permissiva H3K4me2 e uma redução para a inibitória H3K9me2 

em cotilédones de placentas clonadas em relação às placentas produzidas por 

TE. Interessantemente, ambas as marcações de histonas para o gene TSSC4 

também estavam significativamente alteradas também em placentas 

produzidas por FIV, quando comparadas ao grupo TE. Esses resultados 

mostram que a expressão dos genes “imprinted” TSSC4 e PHLDA2 está 

alterada em placentas de gestações produzidas por transferência nuclear. 

Ainda, alterações na expressão do gene PHLDA2 e das modificações de 

histona no gene TSSC4, nos cotilédones produzidos por FIV, indicam que o 

cultivo in vitro pode contribuir para as alterações observadas no grupo TN.  



 

 

 

Palavras-chave: Bovino, biotécnicas reprodutivas, modificação de histonas, 

PHLDA2, TSSC4, placenta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

EPIGENETIC CONTROL OF "IMPRINTED" GENES IN PLACENTAS 
PRODUCED BY EMBRYO TRANSFER, IN VITRO FERTILIZATION AND 

NUCLEAR TRANSFER IN CATTLES 
 
SUMMARY - The process of embryonic and placental development is under 

high epigenetic control, with different epigenetic processes regulating the 

differentiation of pluripotent cells into specialized cells. An abnormal placental 

development is observed frequently in pregnancies produced by nuclear 

transfer, and is associated with incomplete epigenetic reprogramming of the 

donor cell and formed embryo. The objective of this study was to evaluate the 

expression of the imprinted genes TSSC4 e PHLDA2 in cotiledonary and 

intercotiledonary tissues, after 60 days of pregnancy, in placentas produced by 

Embryo Transfer (ET) In Vitro Fertilization (IVF) and Nuclear Transfer (NT) in 

cattle, and also to investigate the epigenetic control of this gene in the bovine 

placenta evaluating the epigenetic profile of cotiledonary tissues of the 

experimental groups (ET, IVF and NT). The TSSC4 gene expression was 

reduced by 30% in the cotyledons in the NT group, however PHLDA2 

expression of the gene was elevated by 11-fold in NT compared to ET. ChIP 

analysis for histone H3 at the proximal promoter region of TSSC4 and PHLDA2 

genes showed an increase to the permissive mark H3K4me2 and a reduction 

for the inhibitory mark H3K9me2 in the cotyledons of cloned placentae, in 

relation to placentae produced by ET, for both genes. Interestingly, the 

inhibitory mark H3K9me2 for TSSC4 gene was also significantly reduced in 

placentae produced by IVF, compared to ET control group. These results show 

that expression of the "imprinted" genes TSSC4 and PHLDA2 is affected in 

placenta of pregnancies produced by nuclear transfer. Further, changes in 

expression of gene PHLDA2 and histone modifications in TSSC4 gene 

cotyledons produced by IVF indicate that the in vitro culture can contribute to 

the observed changes in NT group. 

 



 

 

Keywords: Bovine, histone modification, reproduction biotechnologies,  

PHLDA2, TSSC4, placenta 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Os mecanismos de implantação e formação placentária são condições 

indispensáveis para a continuidade das espécies mamíferas (revisado por 

Hemberger (2007). Nos variados tipos de placentação, que apresentam desde 

uma adesão até a completa invasão do endométrio pelo embrião, uma 

variedade celular pode ser observada, garantindo o correto desenvolvimento e 

desempenho da função placentária. A diferenciação das células trofoblásticas 

nestes tipos celulares é coordenada através da ação de vários fatores de 

transcrição (ROSSANT; CROSS, 2001). No entanto, os mecanismos que 

controlam a expressão ou silenciamento destes fatores, orquestrando assim a 

diferenciação placentária, continuam pouco conhecidos.  

A epigenética se refere a processos que regulam a expressão gênica 

sem afetar o código genético. Através do controle de sequências gênicas sem 

alterar a sequência nucleica em si, células geneticamente idênticas são 

capazes de se distinguir fenotipicamente, dependendo de sua localização e/ou 

função (LEVENSON; SWEATT, 2005).  

Existe um controle epigenético intenso no desenvolvimento embrionário 

por estes mecanismos, o que permite que células produzidas no mesmo 

ambiente e que tem o mesmo genoma podem apresentar características 

diferentes. Diante disso, entende-se como células geneticamente idênticas as 

que possam se distinguir fenotipicamente, dependendo da sua localização ou 

função (BERGER et al., 2009).  

O processo de desenvolvimento embrionário está sob intenso controle 

epigenético, já que os diversos mecanismos epigenéticos regulam a 

diferenciação de células pluripotentes em células especializadas (REIK, 2007).  

Estudos mostraram que os mecanismos epigenéticos são sensíveis 

aos fatores ambientais e, durante a fase de pré-implantação, esses fatores 

tornam-se determinante para a regulação epigenética. (DURANTHON et al., 

2008). No entanto, há uma interferência no mecanismo epigenético de acordo 

com o ambiente em que são colocados os gametas e embriões, podendo 
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influenciar diretamente no padrão de expressão de genes importantes 

relacionados à viabilidade genética (RIZOS et al., 2003). 

Desde a produção do primeiro animal através da transferência nuclear 

de células somática (WILMUT et al., 1997), várias espécies foram clonadas 

com sucesso. Porém a produção de indivíduos capazes de sobreviver até o 

estádio adulto continua ineficiente, como no caso de bovinos, onde a taxa de 

sucesso permanece ao redor de 4% (CAMPBELL et al., 2007). Acredita-se que 

uma das causas principais para esta falha no desenvolvimento em animais 

clonados seja a incompleta reprogramação das células doadoras, resultando 

em falha na produção de células totipotentes e consequente alterações 

epigenéticas persistentes durante o desenvolvimento embrionário e fetal 

(CHAVATTE-PALMER et al., 2012; JOUNEAU; RENARD, 2003; TAMADA; 

KIKYO, 2004).  

Pouco se sabe sobre o controle epigenético nos mecanismos celulares 

envolvidos no desenvolvimento placentário. O entendimento do papel da 

epigenética no controle dos processos reprodutivos, bem como a capacidade 

de controlar os processos epigenéticos durante a produção in vitro de embriões 

e clonagem de bovinos, poderão gerar enormes avanços na ciência básica, 

assim como no campo das biotécnicas reprodutivas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

A placenta é o órgão que define os mamíferos euterianos (revisado por 

HEMBERGER, 2007), sendo também o primeiro órgão a se formar durante a 

embriogênese. A placenta é vital para a sobrevivência embrionária, sendo 

responsável pela interação materno-embrionária, necessária para a troca de 

gases, nutrientes e eliminação de produtos (ROSSANT; CROSS, 2001). A 

placenta também funciona como um órgão endócrino servindo de fonte de 

hormônios associados à gestação e também de fatores de crescimento. Em 

bovinos, a placentação é do tipo epitéliocorial-sindesmocorial, onde a adesão 

das membranas fetais, ou cotilédones, ocorre primariamente em áreas 

especializadas do endométrio, as carúnculas. As membranas fetais, que se 

apresentam lisas durante as primeiras quatro semanas de gestação, 

desenvolvem projeções vilosas próximas às carúnculas (KING et al., 1980). 

Com a progressão da gestação, as carúnculas se remodelam formando 

criptas, que serão invadidas pelas vilosidades presentes nos cotilédones. Esta 

extensiva interdigitação entre os tecidos materno e fetal permite o 

estabelecimento de uma enorme área de contato e troca, estimada em 130m2 

(SCHLAFER et al., 2000). A unidade cotilédone-carúncula é conhecida por 

placentoma. Já o corioalantóide em contato com o endométrio entre os 

placentomas é chamado de região intercotiledonária. O desenvolvimento 

placentário normal é vital para o sucesso de gestações em mamíferos. Fatores 

genéticos precisam ocorrer e interagir de maneira precisa a fim de regular a 

formação da placenta, e um passo imprescindível neste processo é o 

desenvolvimento inicial da camada celular externa dos blastocistos, o 

trofectoderma.  

 

2.1 Desenvolvimento e função trofoblástica  
 

Como em outras espécies de mamíferos, a mórula em bovinos dá 

origem à massa celular interna (MCI) e às células do trofectoderma, ou 
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trofoblastos (TS; do inglês “trophoblast stem”) no estádio de blastocisto 

(McLAREN, 1990). As células do MCI darão origem ao embrião, enquanto as 

células TS são as progenitoras da placenta (McLAREN, 1990). Com o avanço 

da gestação, as células TS em ruminantes se proliferam e em seguida se 

diferenciam em células mononucleadas e binucleadas/gigantes (WOODING; 

WATHES, 1980). Em bovinos, a população de células mononucleadas compõe 

a maioria das células placentárias de origem trofoblástica, e estas células estão 

envolvidas na produção de interferon-tau (IFN), responsável pelo 

reconhecimento materno da gestação (ROBERTS, 1992). Os trofoblastos 

binucleados/gigantes (TGC; do inglês “trophoblast gigant cells”), 

aproximadamente 20% do trofectoderma, migram através da junção materno-

fetal e se fundem com as células uterinas epiteliais (WOODING; WATHES, 

1980). Tipos celulares similares estão presentes em outros mamíferos como 

murinos e humanos (CROSS, 2001). 

A formação das TGCs ocorre através de mitose acitocinética (KLISCH, 

1999). Estas células produzem „pregnancy-associated glycoproteins‟ (PAG), 

„placental lactogen‟ (PL), e „prolactin-related proteins‟, em níveis detectáveis no 

soro materno com a progressão da gestação (WOODING, 1981) (KESSLER; 

SCHULER, 1991).  

 

2.2 Problemas placentários associados à técnica de 
transferência nuclear de células somáticas (TN) 
 

A transferência nuclear tem sua maior importância na pesquisa 

biomédica, pesquisa transgênica, preservação das espécies entre outros 

(GALLI et al., 2003). Os resultados da transferência nuclear são baixos, de 

acordo com pesquisas, apenas 4% dos blastocistos produzidos por TN darão 

origem a um indivíduo normal e viável (CHAVATTE-PALMER et al., 2012) 

(CAMPBELL, 2007). Assim como a TN, a FIV em bovinos e humanos mostram 

índices baixos onde, 40% dos oócitos bovinos fecundados chegam ao estádio 

de blastocisto, destes 45% resultam em gestação (FARIN et al., 2006; 
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HANSEN et al., 2010). Essas porcentagens variam consideravelmente entre 

estudos (WESTHUSIN et al., 2001). Nas gestações de clones a perda 

gestacional entre os dias 30 e 60 variam de 60 a 80% (CIBELLI, 1998a), com 

vários estudos relatando anomalias placentárias nas gestações clonadas. 

Algumas das alterações observadas são: redução no número de cotilédones 

presentes, variando de 50 a 100% menos que os animais produzidos por FIV 

(CHAVATTE-PALMER et al., 2012; HILL, 2000; MIGLINO et al., 2007), e 

também deficiências no estabelecimento da vascularização (HILL, 2000). 

Anomalias placentárias também foram encontradas em períodos mais 

avançados de gestações, onde além de número reduzido de placentomas, os 

mesmos apresentaram-se aumentados em tamanho (CIBELLI, 1998b; MAYER 

INIELEAU, 2000), podendo ser devido a uma fusão dos placentomas 

(MIGLINO et al., 2007).  

 

2.2.1 Cultivo embrionário 
 

As condições do cultivo embrionário na produção de embriões, tanto por 

FIV como por TN, é fundamental para garantir que os embriões sejam viáveis. 

Adequação e controle dos fatores ambientais são imprescindíveis para que 

ocorra o correto desenvolvimento do embrião durante a fase pré-implantacional 

(BESENFELDER et al., 2012). 

Para a obtenção de bons resultados na produção de embriões in vitro é 

necessário que o embrião se desenvolva em condições semelhantes às 

condições fisiológicas que ocorrem no desenvolvimento in vivo (HANSEN et al., 

2010). Sendo assim, se faz necessário o conhecimento básico das condições 

ambientais no desenvolvimento embrionário in vivo (BESENFELDER et al., 

2012), que são dinâmicos e complexos (HARVEY et al., 2007). 

Os embriões são altamente vulneráveis a mudanças ligadas ao meio em 

que são expostos (DURANTHON et al., 2008). Inúmeros fatores influenciam 

diretamente no cultivo in vitro de embriões, tais como composição do meio, 

quantidade de embriões cultivados por volume de meio e atmosfera gasosa 
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(KHURAMA; NIEMANN, 2000), mostrando que o ambiente em que os embriões 

são submetidos, durante o cultivo in vitro influencia no desenvolvimento do 

embrião e no sucesso das biotécnicas.  

Além do impacto no potencial de desenvolvimento e qualidade dos 

embriões, o cultivo embrionário pode estar diretamente ligado ao controle do 

perfil de expressão de genes, onde alterações na composição do meio de 

cultivo são capazes de modificar esse padrão (FELMER et al., 2011). 

 

2.3 Epigenética 
 

Recentemente, as pesquisas na área da epigenética vêm adicionando 

uma nova dimensão aos estudos de expressão gênica. Epigenética se refere a 

processos que regulam a expressão gênica sem, porém, afetar o código 

genético, e que podem ser herdados através de divisão celular (BERGER et al., 

2009). Simplificadamente, a epigenética é a conexão entre o genótipo e o 

fenótipo de um indivíduo. As diferenciações celulares que ocorrem durante o 

processo de desenvolvimento embrionário, incluindo a diferenciação 

trofoblástica, são eventos dependentes de modificações epigenéticas (PALINI 

et al. 2011). Através do controle de sequências gênicas sem alterar a 

sequência nucleica em si, células geneticamente idênticas são capazes de se 

distinguir fenotipicamente, dependendo de sua localização e/ou função 

(LEVENSON; SWEATT, 2005), a fim de garantir que a expressão gênica possa 

ser alterada durante a progressão do processo de diferenciação celular. Entre 

os processos epigenéticos conhecidos até o presente momento, destacam-se: 

1) a metilação do DNA, silenciando ou estabilizando uma sequência gênica 

através da colocação de um grupo metil em citosinas do DNA; 2) a modificação 

das histonas, viabilizando ou impedindo o acesso de fatores de transcrição aos 

seus sítios de ligação no DNA; 3) o silenciamento da expressão gênica através 

de non-coding RNAs. 

No presente estudo focaremos nos processos de metilação do DNA e 

modificação das histonas, descritos a seguir com mais detalhes.  
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2.3.1 Metilação do DNA 
 

Metilação do DNA é um importante processo epigenético presente nos 

genomas de vertebrados, plantas, fungos, algumas espécies de bactéria e 

invertebrados (GOLL; BESTOR, 2005). Este processo é responsável pela 

regulação da expressão gênica, inativação do cromossomo X, “imprinting” do 

genoma, e pelo estabelecimento da estrutura da cromatina a fim de assegurar 

a integridade do genoma (BESTOR, 2000). A metilação do DNA caracteriza-se 

pela colocação de um grupo metil na posição 5 do anel pirimídico da citosina, 

reação esta catalizada por uma família de 5 DNA (cytosine-5)-metiltransferases 

(DNMTs). A perda dos padrões de metilação é letal em embriões murinos (LI et 

al., 1992), assim como os níveis de metilação de vários genes “imprinted“ são 

aberrantes na placenta de bezerros clonados que foram avaliados após a 

perda gestacional (SU et al., 2011), enfatizando o vital papel deste processo 

epigenético durante o desenvolvimento embrionário e placentário.  

Os padrões de metilação do DNA, estabelecidos pela ação das DNMTs, 

são apagados em células germinativas primordiais (dia 10.5 a 12.5 de gestação 

em murinos), sendo os padrões sexo-específicos reestabelecidos nos gametas 

durante o processo de desenvolvimento das células germinativas masculinas e 

femininas (revisado por LUCIFERO et al., 2004). Após a fertilização, os 

genomas dos pronúcleos perdem sua metilação, o masculino de maneira ativa 

e o feminino de maneira passiva (MAYER; NIELEAU 2000; OSWALD et al, 

2000), exceção feita à metilação de algumas sequências, como os genes 

“imprinted”, que é mantida durante a vida do organismo (revisado por 

LUCIFERO et al;, 2004). 

A metilação global do genoma do embrião é reestabelecida durante o 

período de peri-implantação (MONK et al;, 1987). Como mencionado, metilação 

é um importante fator no estabelecimento de “imprinting”, que envolve a 

marcação epigenética de loci específicos no alelo de proveniência materna ou 

paterna para que estes genes (aproximadamente 96 caracterizados 

atualmente; (WOOD;OAKEY, 2006)) sejam expressos de maneira monoalélica, 
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apenas do alelo não metilado (REIK et al., 2001).  Expressão inapropriada 

destes genes “imprinted” tem implicações para o crescimento, fenótipo e 

sobrevivência (BOURC‟HIS et al., 2001; HOWELL et al., 2001). Várias 

síndromes incluindo Beckwith-Wiedemann, Prader Willi e Angelman, estão 

ligadas a expressão inadequada de genes “imprinted” (PAULSEN; 

FERGUSON-SMITH,, 2001) e algumas técnicas de reprodução assistida em 

humanos provocam aumento na freqüência das síndromes de Beckwith-

Wiedemann e Russell-Silver (ARNAUD, FEIL., 2005).  

 

2.3.2 Cromatina e as modificações das histonas 
 

O DNA precisa ser apropriadamente compactado na cromatina a fim de 

assegurar a compartimentalização nuclear do genoma. No entanto, a 

expressão gênica depende da acessibilidade da região reguladora dos genes 

aos fatores de iniciação e promoção da transcrição, indicando que os fatores 

que compõem a cromatina precisam ser regulados de maneira a garantir os 

padrões corretos de silenciamento ou expressão gênica.  

A cromatina é composta pelo DNA e proteínas que se ligam ao material 

genético, divididos em unidades repetitivas denominadas nucleossomos. O 

nucleossomo consiste de 146 pares de base do DNA enrolados em torno de 

um grupo de histonas, composto por duas cópias de cada uma das histonas 

H2A, H2B, H3 e H4 (KORNBERG; LORCH, 1999). Estas histonas são 

altamente conservadas entre as espécies (KORNBERG; LORCH, 1999). 

Histonas apresentam uma região carboxi-terminal globular, que se liga ao DNA, 

e uma cauda amino-terminal flexível que se estende para fora do nucleossomo 

(LUGER et al., 1997). Dependendo da modificação adicionada a esta cauda, o 

nucleossomo irá consequentemente se abrir a fim de permitir o acesso de 

fatores de transcrição ao DNA (modificação permissiva ou ativa), ou 

permanecerá fortemente fechado, inibindo assim quaisquer interações de 

fatores com o DNA (modificação repressiva) (MORALES; RICHARD-FOY., 

2000).  
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Certos aminoácidos da cauda amino-terminal podem adquirir as 

seguintes modificações: acetilação, metilação, fosforilação e ubiquitinação 

(FISCHLE et al., 2003). Cada uma das histonas está susceptível a várias 

modificações em seus aminoácidos e a presença de uma ou mais destas 

modificações levam a inibição ou indução da transcrição gênica (LUGER et al., 

1997). De maneira geral, o tipo da modificação adicionada irá determinar se 

genes associados a esta histona serão expressos ou silenciados. É importante 

salientar que a adição de grupos di-metil (me2) nas lisinas 4 e 9 da histona H3 

(H3K4 e H3K9) apresentam efeitos opostos na atividade dos genes a elas 

associados, onde H3K4me2 resulta em ativação da expressão e H3K9me2 

está associada a genes com transcrição silenciada (FICHLE et al., 2003).  

 

2.3.3 Epigenética placentária 
 

Estudos são de suma importância para podermos compreender melhor o 

papel de um gene no desenvolvimento embrionário, placentário e no 

crescimento neonatal. Estudos mostram que ao bloquear um gene, sua função 

é comprometida e resulta em progenitura anormal ou letalidade do útero 

(BRESSAN et al., 2009; LEFEBVRE et al., 1998; ONO et al., 2006).      
A utilização de modelos transgênicos em camundongos demonstram 

que animais com defeitos na aquisição e/ou manutenção da metilação do DNA 

apresentam defeitos importantes na formação placentária, e que são 

incompatíveis com a manutenção da gestação (ARIMA et al., 2006; LI et al., 

1992), mostrando que a metilação tem também um papel importante no 

desenvolvimento da placenta.  

Além do papel da metilação do DNA no desenvolvimento placentário, as 

modificações das histonas são também essenciais para o correto 

desenvolvimento dos tecidos extra-embrionários. A manutenção do “imprinting” 

em vários genes envolvidos no desenvolvimento da placenta em murinos é 

dependente da modificação das histonas. Lewis et al.  colaboradores (2004) 

demonstraram que o „“imprinting” center 2‟ (IC2) no cromossomo 7 em 
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camundongos recruta as marcas de metilação das histonas H3K9me2 e 

H3K27me3 a fim de reprimir os alelos paternos de genes placentários 

específicos localizados nesta região, bem como TSSC4, PLHDA2. Em bovinos, 

pouco é conhecido a respeito destes outros genes placentários, com exceção 

de TSSC4, que parece ser também um gene “imprinted” (DEAN et al., 2001).  

O gene TSSC4 (Tumour Suppressing Subtransferable Candidate 4) é 

um dos vários genes de supressão de tumores localizados no domínio de 

genes “imprinted”. Este gene está localizado entre vários genes “imprinted” e 

sua importante expressão placentária é regulada por “imprinting” também em 

murinos, interessantemente apenas neste tecido (LEWIS et al., 2004), e 

bovinos (ZAITOUN; KHATIB., 2008), com expressão bialélica nos outros 

tecidos investigados em bovinos como: coração, fígado, baço, pulmão, rim, 

músculos e gordura (WANG et al., 2015). Em humanos este gene não 

apresenta “imprinting” (LEE et al., 1999; MONK et al., 2015), sendo portanto 

um gene onde o processo de “imprinting” é espécie-específico.  

O gene PHLDA2 ("pleckstrin homology-like domain, family A, member 

2"), assim como o TSSC4, está localizado neste conjunto de genes “imprinted” 

no cromossomo 11p15.5 em humanos (PAULSEN et al., 2000a). Este gene é 

um gene “imprinted”, com expressão preferencial no alelo materno na placenta 

e no fígado, também sendo observado em bovinos (SIKORA et al., 2012). Uma 

relação inversa foi observada entre a expressão de PHLDA2 no cordão 

umbilical em bebês humanos e o peso ao nascimento (LIM et al., 2012). Os 

níveis de expressão de PHLDA2 em placentas humanas também estão 

negativamente correlacionados ao peso ao nascer (APOSTOLIDOU et al., 

2007).  

 
 
 

2.3.4 Alterações epigenéticas em embriões produzidos por 
TN 
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A importância dos estudos epigenéticos é evidenciada no emprego das 

biotécnicas reprodutivas, onde oócitos e/ou embriões são cultivados durante 

períodos críticos da aquisição dos padrões epigenéticos, fato especialmente 

relevante para a técnica de clonagem, onde o padrão epigenético somático da 

célula doadora tem que ser reprogramado. O processo de produção de um 

indivíduo a partir de uma célula diferenciada demonstra que os programas 

genéticos e epigenéticos podem de fato ser manipulados a fim de restaurar a 

pluripotência celular (SHI et al., 2003). Porém a baixa eficiência na produção de 

clones viáveis aponta para um incompleto processo de reprogramação 

epigenética do núcleo doador (SHI et al., 2003). 

Como mencionado anteriormente, uma perda global da metilação ocorre 

em zigotos de camundongos, bovinos e suínos, seguida por uma reaquisição 

da metilação em estádios mais avançados do desenvolvimento embrionário 

(DEAN et al., 2001). Porém embriões clonados, apesar de demonstrarem a 

perda da metilação ativa inicial normal, não procedem com o processo de 

perda passiva adequadamente, como observado em embriões não-clonados 

(DEAN et al, 2001). No mais, uma grande proporção de embriões clonados 

apresentam uma metilação de novo precoce e que se assemelha ao padrão da 

célula doadora (DEAN et al, 2001). Mann et al (2003) demonstrou também 

defeitos na manutenção da expressão monoalélica de genes “imprinted” em 

blastocistos murinos produzidos por TN. Santos et al. (2003) demonstraram 

que embriões bovinos produzidos por TN apresentaram uma hipermetilação 

global do DNA associada a uma hipermetilação da H3K9. Outro estudo 

demonstrou que um baixo nível de acetilação da lisina 5 na histone H4 

(H4K5ac) em embriões bovinos produzidos por TN (WEE et al., 2006). Quando 

comparados a embriões produzidos por FIV, os embriões bovinos de TN 

apresentam elevada metilação nas histonas nas regiões heterocromáticas 

(H3K9me2) bem como elevados níveis de acetilação na lisina 9 da histona H3 

nas células do trofectoderma (SANTOS et al., 2003).  

Uma plausível consequência de tais diferenças epigenéticas nos 

embriões produzidos por TN seria a alteração na expressão de genes vitais 
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para o desenvolvimento embrionário e/ou fetal e placentário. De fato existe 

uma correlação entre a porcentagem de embriões capazes de atingir o estádio 

de blastocisto e a proporção de embriões apresentando um epigenótipo 

normal. Análise em bovinos do gene “imprinted” H19 demonstrou que animais 

clonados que morreram logo após o nascimento apresentavam expressão 

bialélica deste gene (ZHANG et al., 2004). O papel da reprogramação 

epigenética na produção de embriões clonados é também evidenciado em 

experimentos onde o tratamento de células doadoras com tricostatina A (TSA), 

um inibidor da desacetilação das histonas, resultou em um aumento no 

desenvolvimento de embriões clonados (ENRIGHT et al., 2003). Em outro 

experimento, o tratamento de embriões clonados com TSA resultou em níveis 

de acetilação da H4K5, taxas de desenvolvimento embrionário e número total 

de células embrionárias, similares aos embriões controle produzidos por FIV  

(IAGER et al., 2008).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar a expressão de genes “imprinted” importantes para o 

desenvolvimento placentário e investigar o controle epigenético nesses genes. 

 

3.2 Objetivos específicos  
 

3.2.1 Objetivo 1: 
 

Avaliar a expressão dos genes “imprinted” TSSC4 e PHLDA2, 

importantes para o desenvolvimento placentário, em tecido cotiledonário e 

intercotiledonário de placentas produzidas por Transferência Embrionária (TE), 

Fecundação In Vitro (FIV) e Transferência Nuclear (TN), em bovino. 

 

3.2.2 Objetivo 2: 
 

Investigar o controle epigenético dos genes TSSC4 e PHLDA2 na 

placenta bovina avaliando o perfil epigenético desses genes, nos tecidos 

cotiledonários dos grupos experimentais (TE, FIV e TN).  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  
 

4.1 Produção dos Animais 
 

Para realização desse experimento, foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(St. LOUIS, MO, EUA) todos os produtos químicos. Os protocolos de 

tratamentos que tiveram animais envolvidos foram aprovados pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista, em 

conformidade com a regulamentação do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). 

Foram utilizadas amostras de tecidos cotiledonários e 

intercotiledonários, obtidas aos 60 dias de gestação de fêmeas Bos indicus 

(Seis Nelores POI) adquiridas na Fazenda Brumado (BARRETOS, SP, 

BRASIL) inseminadas com sêmen Bos taurus (Hereford POI) comprado na 

CRV Lagoa (SERTÃOZINHO, SP, BRASIL). Aos 7 dias após as inseminações 

destas fêmeas, os embriões foram coletados por lavagem uterina e transferidos 

para receptoras mestiças, devidamente sincronizadas (n=4). Para os 

experimentos com FIV (n=18), o mesmo genótipo foi utilizado (mesmas fêmeas 

e mesmo lote de sêmen). Células fibroblásticas de 7 fetos obtidos por FIV, 

após 60 dias de gestação, foram utilizadas como doadoras para a produção 

dos animais por transferência nuclear (n=36), eliminando assim a variabilidade 

genotípica.  

 

4.2 Amostras produzidas por Transferência embrionária (TE)  
 

Para a produção de amostras de TE, foi feita o tratamento de 

superovulação nas doadoras como descrito a seguir. No dia 0 foi aspirado o 

folículo dominante e colocado o implante de progesterona (INTERVET 

VETERINÁRIA DO BRASIL, CRUZEIRO, BRASIL) permanecendo dos dias 0-

7. Dos dias 4-7 foi injetado Follitropin-V (BIONICHE ANIMAL HEALTH 

CANADÁ, BELLEVILLE, CANADÁ) com intervalo de 12 horas, com doses 
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diárias decrescentes (50, 40, 40, 30, 30, 20 mg, total de 210 mg). No dia 6, foi 

injetado 500 g de cloprostenol (OUROFINO, SAÚDE ANIMAL, CRAVINHOS, 

SP, BRASIL). No dia 9 foi feito injeção de Buserelina e os animais foram 

inseminados, 12 e 24 horas após a injeção, com sêmen do touro Hereford. 

Após sete dias da IA, foi feita a lavagem uterina nas doadoras nelore 

superovuladas. Blastocistos grau 1 e 2 (qualidade alta), de acordo com a 

Sociedade Internacional de Transferência de Embrião (IETS), foram 

selecionados e transferidos imediatamente nas receptoras cruzadas 

anteriormente sincronizadas (estro sete dias antes do dia da transferência) 

para ter um controle nos efeitos em relação aos outros grupos quando utilizado 

a transferência, e também diminuindo o risco de morte das novilhas nelores. 

 

4.3 Animais produzidos por Fertilização In Vitro 
 

A FIV foi realizada a partir de oócitos de fêmeas Bos indicus (as 

mesmas fêmeas utilizadas como doadoras de embriões no grupo TE descrito 

acima) e sêmen Bos taurus (o mesmo touro e lote utilizado para os animais 

produzidos para o grupo TE). Nos dias 4-6 foram administradas doses 

decrescentes de FSH (50, 40, 40, 30UI (LABORATÓRIO CALIER, 

BARCELONA, ESPANHA), total de 160UI de FSH por animal. No sétimo dia 

oócito foram coletados. 

Os Complexos cúmulus-oócitos foram coletados e o fluido folicular 

aspirado, em seguida lavado com tampão HEPES TCM-199 (LIFES 

TECHNOLOGIES, GRAND ISLAND, NY, EUA). Após a lavagem, foi feita a 

suplementação com 10% de soro fetal bovino (SFB, CRIPION, ANDRADINA, 

BRASIL). Grupos de 25 CCOs foram colocados em meio de cultivo MIV (TCM-

199 suplementado com 10% soro fetal bovino, 1.0 g/mL de FSH (BIONICHE, 

ANIMAL HEALTH, CANADÁ), 50 g/mL de gonadotrofina coriônica humana 

(MERCK SERONO, SÃO PAULO, BRASIL), 1.0 g/mL de estradiol, 16g/mL 

piruvato de sódio e 83.4g/mL de amicacina) com 5% de CO2 em umidade 

saturada. Após 24 horas em MIV, os oócitos foram fertilizados por 24 horas 
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como descrito em Oliveira et al.  (2013). Foi usado sêmen de touro Hereford 

como descrito acima, processado em gradiente de Percoll (45%/90%) numa 

concentração de 5x103 espermatozóides por oócito.  

Após fertilizados, os zigotos foram desnudados e cultivados em fluido 

sintético de oviduto (SOF) e aminoácidos (1.4 mM Glicina, 1mM Glutamina, 

0.4mM Alanina, 2% aminoácidos essenciais e 1% de aminoácidos não 

essenciais (GARDNER et al 1994)) suplementados com 5g/mL de albumina 

de soro fetal bovino e 2.5% SFB, em umidade atmosférica a 39°C com 5% de 

CO2 e 5% de O2 por 7 dias. 

 

4.4 Animais produzidos por Transferência Nuclear  
 

As células doadoras para TN são de fetos de FIV (n=3), onde foram 

realizadas culturas primárias de fibroblastos oriundos dos fetos FIV coletados 

aos 60 dias de gestação de Bos taurus x Bos inducus. As células com 60 dias 

de gestação foram coletadas, cultivadas em meio Dulbecco‟s Eagle‟s 

suplementados com 10% de SFB e 50 unidades por mL de penicilina-

estreptomicina (LIFE TECHNOLOGIES, GRAND ISLAND, NY, EUA) em 

atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 39ºC. Entre a passagem 2 e 5, as 

células doadoras foram deixadas para crescimento e confluência, e mantidas 2 

dias antes do uso para obter células no estádio G1/G0 do ciclo celular.  

Para remoção das células do cumulus foi utilizado hialuronidase 0,2% e 

a seleção dos oócitos se baseou na presença do primeiro corpúsculo polar 

como descrito em Bordignon et al. (2003). A micromanipulação dos oócitos foi 

conduzida em PBS contendo 7.5 µg/ml de citocalasina B (SIGMA), onde o 

primeiro corpúsculo polar foi removido junto com aproximadamente 30% do 

citoplasma oocitário. Um único fibroblasto fetal foi introduzido no espaço 

perivitelínico oocitário. Os fibroblastos utilizados foram derivados dos fetos 

produzidos por FIV obtidos ao dia 60 de gestação, utilizados no experimento. 

Os oócitos com os fibroblastos foram colocados em 0.3 M de manitol contendo 

0.1 mM de MgSO4 e 0.05 mM de CaCl2 e então aplicou-se um pulso elétrico de 
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1.5-kV por 70 µseg. Os oócitos reconstruídos foram depositados em gotas de 

50µl de fluido sintético de oviduto modificado (mSOF). Após 1-2 h em cultura, 

os embriões foram examinados para determinar a fusão, e então expostos a 5 

mM ionomicina (SIGMA) por 4 minutos a fim de induzir ativação 

partenogenética. Os embriões foram cultivados em mSOF a 39°C em 

atmosfera úmida com 5% CO2 e 5% O2 por 7 dias. Após este cultivo os 

embriões foram transferidos para receptoras previamente sincronizadas, e a 

coleta realizada aos 60 dias de gestação. 

 
4.5 Coleta de amostras 

 
Semelhante ao grupo TE, os embriões de 7-8 dias dos grupos FIV e TN 

foram transferidos por técnica não cirúrgica em receptoras já sincronizadas. No 

dia 59 foi realizado o diagnóstico de gestação feito por ultrassonografia retal 

em todos os grupos (TE, FIV e TN) e no dia 60 de gestação os animais foram 

abatidos. A taxa de gestação para TE foi de 75% (3/4), para FIV foi de 33,3% 

(6/18) e para TN foi de 19,4% (7/36). O transporte dos úteros do abatedouro 

até o laboratório foi feito em gelo para serem processados. O comprimento dos 

fetos foi medido (“crown-rump length” (CRL)), quatro a cinco placentomas 

foram fixados em formalina 10% tamponada. Foram contados os cotilédones, 

tecidos cotiledonários e intercotiledonários foram coletados e congelados em 

nitrogênio liquido e armazenado a -80°C até a analise.  

 

4.5.1  Extração de RNA 
 

O RNA foi extraído a partir das amostras de tecidos cotiledonários e 

intercotiledonários com o kit RNeasy mini kit (QIAGEN, MISSISSAUGA, 

CANADÁ), seguindo o protocolo do fabricante. Brevemente, pedaços de 

aproximadamente 30 mg de tecido foram cortados e colocados em tubos de 1,5 

ml adicionado 600 µl do tampão RLT e 6 µl de β-mercaptoetanol. 

Posteriormente, o conteúdo do tubo foi homogeneizado em homogeneizador de 
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tecidos e a extração seguiu o protocolo do kit, com eluição do RNA ao final em 

30µl de água livre de RNase. A concentração do RNA foi medida no aparelho 

NanoDrop® 2000 (THERMO SCIENTIFIC, OTTAWA, CANADÁ) para 

posteriormente realizar a produção do DNA complementar (cDNA), descrita a 

seguir. 

 

4.5.2 Produção do cDNA, Primers e PCR em tempo real  
 

Para a produção do cDNA foi utilizada a enzima transcriptase reversa 

Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV, INVITROGEN, CALIFORNIA, EUA) 

seguindo o protocolo do fabricante. Utilizou-se o primer universal oligodT. Para 

cada amostra, 1.500 ng de RNA total foram utilizados na reação de transcrição 

reversa.  

Os primers foram construídos a partir das sequências dos genes e 

seus RNAm, adquiridos através do genoma bovino disponível na Universidade 

da California, Santa Cruz (UCSC) Genome Browser [http://genome.ucsc.edu/]. 

O programa utilizado para construção dos primers a partir destas sequências 

foi o Primer3 (ROZEN; SKALETSKY., 2000). 
A reação de PCR em tempo real, para avaliar a expressão dos genes 

TSSC4 e PHLDA2, foi realizada com uso do termociclador MxPRO3005 PCR 

(AGILENT, SANTA CLARA, CA, EUA) e o kit da enzima QuantiTect SYBR 

Green (QIAGEN) seguindo as recomendações do fabricante. Cada reação de 

PCR foi realizada em triplicata para cada amostra e a expressão foi 

determinada pela quantificação relativa do gene selecionado em relação à sua 

curva padrão, ajustado pelo gene de controle endógeno GAPDH. A sequência 

dos primers está disponível na Tabela 1. 
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Tabela 1- Sequência dos inicializadores utilizados para análise da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) e imunoprecipitação da cromatina (ChIP). GAPDH. 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. TSSC4. Tumor suppressing 

subtransferable candidate 4. PHLDA2. Pleckstrin homology-like domain, 

family A, member 2 

Gene Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ 

GAPDH AAGGCCATCACCATCTTCCA CCACTACATACTCAGCACCAGCAT 

TSSC4 AAGATGTGTCCCAAGGTTGC AGACCGGAATTGACTCAGGA 

TSSC4- 

ChIP 

AAGATGTGTGTCCCAAGGTTGC GGATTGAACCCAGGTCTCCT 

PHLDA2 CCAGGTGTGGAAGAAGAAGC GACGCGTTCCAGTAGCTCTC 

PHLDA2: 

ChIP 

GGCAGGAGCTAGCAATCACT GAGCCTAGGGAGTGGGAAAG 

  

4.6 Immunoprecipitação da Cromatina (ChIP)   
  

A técnica de ChIP permite verificar se proteínas específicas estão 

ligadas a uma sequência gênica de interesse. Esta técnica foi utilizada para 

estudar a presença de modificações das histonas (permissivas: H3K4me2 e 

inibitórias: H3K9me2) à região promotora proximal dos dois genes “imprinted” 

nas placentas dos três grupos experimentais. Foi usado o kit. Simple ChIP 

Enzymatic Chromatin IP (CELL SIGNALING TECHNOLOGY, DANVERS, MA, 

EUA), seguindo as instruções do fabricante. Aproximadamente 50 mg de 

tecidos cotiledonários foram picados e incubados com 1,5% de formaldeído em 

PBS associado à coquetel inibidor de protease (PIC) durante 20 minutos, em 

temperatura ambiente. Após a ligação cruzada, os tecidos foram lavados em 

PBS associado à PIC e desagregados com um homogeneizador Dounce 

(SIGMA). Após foi feita lavagem com PBS, digerido, seguindo as 

recomendações do fabricante e realizado sonicação (oito pulsos de 10 
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segundos com 50% de amplitude com 1 minuto de intervalo entre os pulsos), 

com o uso de sonicador Vibracell (SONICS AND MATERIALS NEWTOWN, CT, 

EUA). Foi recolhido a cromatina digerida e adicionado anti-dimetil H3K9 

(diluição a 1:25, MERCK, TEMECULA, CA, EUA) anti-dimetil H3K4 (diluição a 

1:25, CELL SIGNALING TECHNOLOGY) ou IgG de coelho não imune 

(utilizado como controle negativo), as amostras foram imunoprecipitadas a 4°C 

de um dia para o outro. Foi recolhido o precipitado com esferas de proteína G-

agarose, o DNA recuperado foi purificado em colunas fornecidas pelo kit de 

purificação. Os iniciadores para PCR em tempo real estão na Tabela 1.  

 

4.6.1 Digestão de enzimas de restrição para análise parental 
de produtos ChIP 
 

O produto do ChIP-PCR dos genes de PHLDA2 e TSSC4 em TE (n = 3), 

FIV (n = 4) e NT (n = 5) foram digeridos com as enzimas de restrição Acil para 

PHLDA2 e Pstl para TSSC4 (NEW ENGLAND BIOLABS - PICKERING, ON, 

CANADÁ) que reconhecem e digerem, no alelo materno, uma sequência 

específica, separando-o visualmente do alelo paterno, baseado nos 

polimorfismos de nucleotídeo único presentes nos F1 obtidos do cruzamento 

Bos taurus (Hereford - macho) x Bos indicus (Nelore – fêmea). Os produtos de 

PCR foram digeridos a 37 ° C durante 1 h seguido de inativação a 65 ° C 

durante 20 minutos para a enzima Acil (PHLDA2) e para a enzima Pstl 

(TSSC4) foram 37ºC durante 1 hora, seguindo de inativação a 80ºC durante 20 

minutos. Os produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% 

e as bandas foram visualizadas com a utilização do brometo de etídio em luz 

ultravioleta. Para analisar a intensidade da banda, foi usado o Software ImageJ 

(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, BETHESDA, MD, EUA). 
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4.7 Análise estatística dos Resultados 
 

O tamanho dos fetos, dos cotilédones, contagem de células gigantes, 

expressão gênica, ChIP e digestão foram analisados com análise de variância 

ANOVA, pelo General Linear Model Procedures do SAS (SAS Institute, Cary, 

NC, EUA). A comparação das médias foi feita com o Duncan‟s  Multiple Range 

Test. A significância foi considerada quando p<0,05.  
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5 RESULTADOS  
 

5.1 Efeitos da reprodução assistida na expressão dos genes 
PHLDA2 e TSSC4 

 Quando comparada a expressão do gene PHLDA2 em tecidos 

cotiledonários, houve um aumento de 11 vezes no Grupo TN em relação ao 

grupo TE. Inesperadamente, foi observado um aumento nesta mesma 

magnitude na expressão do PHLDA2 no Grupo FIV, quando comparado ao 

grupo TE (Figura.1A). Quando analisamos os tecidos intercotiledonários 

tivemos as mesmas tendências no perfil de expressão entre os grupos, porém 

sem diferença significativa (Figura. 1B) 

 

 
 

                                                                           
  
Figura 1- Expressão relativa do gene PHLDA2 em amostras de tecidos 

cotiledonares (A) e intercotiledonares (B) de placentas com 60 dias de 

gestação dos grupos TE, FIV e TN determinados por qPCR. Letras diferentes 

sobrescritas diferem significativamente (p<0.05). 
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A expressão do gene TSSC4 foi menor na região cotiledonária em 

placentas produzidas por TN aos 60 dias de gestação, quando comparada às 

amostras controle, produzidos por TE. Um decréscimo em torno de 30% na 

expressão gênica do TSSC4 foi observado nos cotilédones produzidos por TN 

(p<0.05). As amostras produzidas por FIV apresentaram valores intermediários 

aos grupos controle e TN, porém sem diferença significativa em relação aos 

dois outros grupos (Figura 2A). Avaliamos também o nível de expressão de 

TSSC4 em tecidos intercotiledonários dos três grupos, mas não encontramos 

diferença significativa entre eles (Figura 2B). 

 

 

 

 

  

 
Figura 2- Expressão relativa do gene TSSC4 em amostras de tecidos 

cotiledonares (A) e intercotiledonares (B) de placentas com 60 dias de 

gestação dos grupos TE, FIV e TN determinados por qPCR. Letras diferentes 

sobrescritas diferem significativamente (p<0.05). 
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5.2 Análise de ChIP na região promotora de PHLDA2 e TSSC4  
 

 Para o promotor proximal do gene PHLDA2, houve um aumento na 

histona permissiva H3K4me2 para as amostras produzidas por TN quando 

comparadas com as amostras TE (p<0,05, Figura 3A). Com relação à 

modificação inibitória H3K9me2, observamos uma redução nas amostras 

produzidas por TN quando comparadas ao grupo TE (p<0,05, Figura 3B). Para 

ambas as modificações, a marcação nas amostras produzidas por FIV não 

diferiu dos outros dois grupos. 

 

  
 

   
 
Figura 3- ChIP-qPCR da dimetilação da lisina 4 da histona 3 (H3K4me2) (A) e 

dimetilação da lisina 9 da histona 3 (H3K9me2) (B) na região proximal do 

promotor do gene PHLDA2 no dia 60 de gestação dos grupos TE, FIV e TN. 

Letras diferentes sobrescritas diferem significativamente (p<0.05). 
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A dimetilação de lisinas na histona H3 associada ao promotor proximal 

do gene TSSC4 foi alterada devido ao uso das biotécnicas FIV e TN. Na 

análise de ChIP para a modificação de histona permissiva (H3K4me2), os 

valores foram maiores em clones que em amostras TE e FIV. Por outro lado, a 

marcação da histona inibitória (H3K9me2) foi significativamente menor em 

clones, e também em amostras produzidas por FIV, que em amostras do grupo 

TE. (Figura 4). 

 

  

 

     

 
Figura 4- ChIP-qPCR da dimetilação da lisina 4 da histona 3 (H3K4me2) (A) e 

dimetilação da lisina 9 da histona 3 (H3K9me3) (B) na região promotora 

proximal do gene TSSC4  no dia 60 de gestação dos grupos TE, FIV e TN. 

Letras diferentes sobrescritas diferem significativamente (p<0.05) 
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A utilização de Bos taurus (paterno) x Bos indicus (materno) para 

cruzamento nos permitiu identificar os alelos parentais baseados em SNPs 

entre Hereford e Nelore, para PHLDA2 e TSSC4, das placentas F1 com 60 dias 

de gestação, dos três grupos.  Bandas distintas a partir da digestão com a 

enzima Acil para PHLDA2 quantificou a porcentagem de H3K4me2 para cada 

alelo de placentas F1. As placentas de clones tinham em média 20% mais 

dimetilação na marca permissiva (H3K4) sobre o alelo paterno, que é 

normalmente silenciado pelo processo de “imprinting”, quando comparadas 

com placentas de TE. Em placentas do grupo FIV o aumento da dimetilação 

em H3K4 foi de 10% comparado a TE (Figura 5A). Na avaliação feita para o 

gene TSSC4 não houve diferença na distribuição alélica das marcações de 

histonas H3K4me2 e H3K9me2 entre os grupos. Estes resultados para o gene 

TSSC4 indicam que, apesar do aumento significativo na dimetilação de H3K4 

no grupo TN, e na diminuição da dimetilação de H3K9 nos grupos TN e FIV, 

estás diferenças não foram alelo-específicas. 

 

 

Figura 5- Análise alelo-específica da marcação para H3K4me2 na região 

promotora proximal do gene PHLDA2. Produtos de ChIP-qPCR para H3K4me2 

de PHLDA2 oriundos de placenta com 60 dias de gestação, do cruzamento de 

Bos taurus (BT) x Bos indicus (BI), digeridos com Acil. 
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6 DISCUSSÃO  

A técnica de reprodução assistida de TN para clonagem, mesmo com 

quase três décadas de aprimoramento, ainda tem uma baixa eficiência, em 

torno de 4% de sucesso no nascimento (CAMPBELL et al., 2007). Os riscos de 

perda gestacional são altos em qualquer fase da gestação devido, em grande 

parte, a uma má formação placentária. Neste estudo, buscamos investigar a 

expressão dos genes TSSC4 e PHLDA2, que apresentam “imprinting” 

placentário (MONK, 2015), e o seu controle epigenético na placenta.  

Para este estudo delineamos um modelo altamente controlado, onde 

utilizamos as mesmas fêmeas (Bos indicus) e o mesmo macho (Bos taurus) 

para a formação dos três grupos estudados (TE, FIV e TN) com o intuito de 

eliminar a variabilidade genotípica. Ainda, foram usadas células de fibroblastos 

de fetos coletados do grupo de FIV a partir do dia 60 de gestação para a 

realização da TN. Este modelo controlou, da melhor maneira possível, as 

variações genéticas entre os grupos, permitindo que o papel da epigenética no 

controle dos genes PHLDA2 e TSSC4, pudessem ser avaliados de maneira 

bastante individualizada. 

Análises morfológicas das amostras fetais e placentárias, utilizando este 

modelo, foram previamente relatadas pelo nosso grupo (ARNOLD et. al., 2015) 

onde demonstramos que apesar de serem numericamente maiores, os fetos 

produzidos por FIV e TN, que tiveram um comprimento de 8.00.3 e 8.30.2 

centímetros respectivamente, não diferiram significativamente em tamanho dos 

fetos produzidos no grupo controle produzido por TE (7.80.3 centímetros). Os 

cotilédones visivelmente identificáveis de todos os grupos foram contados, não 

havendo diferença significativa entre os grupos TE (60.05.2), FIV (69.08.0) e 

NT (54.46.6). Também foram analisados os números de células mono e 

binucleadas em cortes histológicos dos três grupos. Curiosamente a 

porcentagem de células binucleadas por animal variou significativamente entre 

os três grupos, sendo o grupo TN o que demonstrou o nível mais baixo, com 

13.00.4% de célula binucleadas, seguido da FIV com o nível médio de 
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17.44.2%, e o grupo TE com o valor mais elevado de 20.80.9%, indicando 

um comprometimento no processo de formação dos tipos celulares na placenta 

destes animais produzidos por biotécnicas reprodutivas. 

Nos genes expressos na placenta, muitos apresentam o processo de 

“imprinting” (UMLAUF et al., 2004), sendo portanto expressos 

monoalelicamente dependendo da origem materna ou paterna (MORISON et 

al, 1998), e os genes PHLDA2 e TSSC4 fazem parte deste grupo de genes sob 

o controle epigenético de sua expressão alélica na placenta (MONK, 2015). 

Tanto PHLDA2 como TSSC4, são genes expressos pelo alelo materno em 

camundongos (MONK et al., 2006, TUNSTER et al., 2010). Como foi visto no 

presente estudo, a expressão destes genes está alterada nos cotilédones de 

animais produzidos por FIV e TN (PHLDA2), ou só TN (TSSC4). Alterações na 

expressão gênica podem afetar diretamente o desenvolvimento da placenta, e 

resultar posteriormente em perda gestacional, como relatado em outros 

estudos feitos em camundongos, onde o desenvolvimento placentário foi de 10 

a 20% menor nos dias 16,5 e 18,5 de gestação em animais geneticamente 

modificados para expressar maiores quantidades de PHLDA2 na placenta 

(SALAS et al., 2004; TUNSTER et al., 2010; TUNSTER et al., 2014), quando  e 

10% menor no dia 16,5 de gestação em camundongos transgênicos 

comparados a camundongos normais (SALAS et al., 2004). Ainda em 

camundongos, a supressão do gene PHLDA2 resulta no aumento do tamanho 

placentário (FRANK et al., 2002). A redução da expressão desse gene na 

gestação bovina está diretamente ligada a um supercrescimento da placenta 

no terço final da gestação (GUILLOMOT et al., 2010). Interessantemente, em 

nosso estudo observamos um aumento significativo de mais de 10 vezes na 

expressão do gene PHLDA2 em clones quando comparado ao grupo controle 

TE, levando em consideração que não houve diferença entre o tamanho dos 

fetos e a quantidade de cotilédones entre os grupos. A diferença entre os 

estudos pode estar no tipo de célula doadora, amostras analisadas ou 

protocolos experimentais. Neste trabalho utilizamos células de fibroblastos 

fetais como doadoras para o grupo TN diferentemente do estudo realizado por 
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Guillomot et al. (2010), que utilizou células de fibroblastos adultos. Outra 

diferença entre os dois estudos está no meio utilizado para a cultura dos 

embriões, sendo que neste estudo foi utilizado meio SOFaa e no estudo feito 

por Guillomot et al. (2010) os embriões foram cultivados em meio B2. Em 

nosso estudo as amostras são derivadas de gestações de TE, FIV e TN 

viáveis. No estudo de Guillomot et al. (2010) as gestações comparadas foram 

IA e TN viáveis e não viáveis. Outro fator importante foi que, em nosso trabalho 

foi avaliada a expressão de PHLDA2 aos 60 dias de gestação, e não temos 

dados de expressão em fases mais adiantadas da gestação, tal como mostrado 

por Guillomot et al. (2010), onde as placentas foram avaliadas aos 200 dias de 

gestação, ou em camundongos, aos 10 dias (revisado por JENSEN et al., 

2014).  

Também foi observado um aumento na expressão do gene PHLDA2 em 

amostras de FIV semelhante ao encontrado em TN, podendo estar relacionado 

ao efeito de cultivo, uma vez que ambos os grupos foram expostos a condições 

idênticas de cultivo in vitro. Um estudo recente demonstra a importância do 

controle na expressão do gene PHLDA2 no desenvolvimento pré-

implantacional em embriões bovinos produzidos por FIV (DRIVER et al., 2013). 

Neste estudo, Driver et al (2013) relata que houve maior expressão deste gene 

em embriões degenerados comparados com embriões que atingiram o estádio 

de blastocisto. Os autores ainda reduziram artificialmente a concentração de 

RNAm de PHLDA2 por microinjeção de oligonucleotídeos de RNA de 

interferência, e isto resultou em aumento na porcentagem de embriões que 

chegaram ao estádio de blastocisto (DRIVER et al., 2013). Os resultados 

obtidos no presente estudo juntamente com os resultados relatados por Driver 

et al. (2013), sugerem que a regulação correta do gene PHLDA2 é fundamental 

para o desenvolvimento placentário e embrionário.  

A maioria das alterações encontradas nesse estudo e nos outros, 

provavelmente está relacionada com a reprogramação incompleta no período 

de cultivo in vitro sofrido pelos embriões de TN, podendo afetar o padrão 

correto de expressão gênica e também o desenvolvimento. E, de fato, 
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observamos diferença significativa entre os grupos FIV e TE quando 

comparamos a expressão do gene PHLDA2. Salilew-Wondim et al. (2013) 

mostraram, em experimento com microarranjo, a expressão de genes no dia 50 

de gestação de bovinos produzidos in vitro e TN, onde foram encontradas 

diferenças em vários genes. Este estudo demonstrou que a expressão gênica 

geral para a FIV parece ser intermediária entre animais produzidos por IA e TN 

(SALILEW-WONDIM et al., 2013), confirmando assim que, as condições de 

cultivo in vitro podem afetar significativamente a expressão gênica e, 

provavelmente, no período de pré-implantação do embrião, o seu potencial de 

desenvolvimento. 

No presente estudo vimos que a expressão de TSSC4 foi maior em 

placentas de TE comparado com as placentas de gestações produzidas por 

TN. Em estudo anteriores, o gene TSSC4 apresentou um aumento de 

expressão em embriões degenerados quando comparados a blastocistos 

normais, em um sistema de produção in vitro de embriões (DRIVER et al., 

2013), o que pode sugerir que o controle no nível de expressão deste gene, 

exercido pelo processo de “imprinting”, onde metade dos alelos é silenciada na 

placenta, é necessário para garantir o correto desenvolvimento. O que 

observamos em nossos estudos foi uma redução no grupo TN de 

aproximadamente 30% do valor do grupo controle, o que deve ser interpretado 

como uma redução de um gene já fisiologimante expresso a 50% do nível de 

genes de expressão bialélica. Simplificadamente, o risco de possíveis 

problemas funcionais, como consequência da alteração de níveis de 

expressão, é muito maior em genes monoalélicos, onde uma redução de 

expressão se traduz por uma significativa redução na quantidade residual total 

de transcritos.  

Alterações observadas nos diversos estudos mostrados anteriormente, 

mostram que a regulação da expressão dos genes é fundamental para se obter 

um correto desenvolvimento embrionário. Desta forma, através dos dados 

mostrados na literatura e dos resultados mostrados aqui, fica claro que as 

condições de cultivo in vitro exercem importante influência na produção de 
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embriões oriundos das biotécnicas reprodutivas, podendo talvez, ser uma 

explicação para as baixas taxas de desenvolvimentos da produção in vitro. 

Desta forma podemos considerar que durante o processo de clonagem, 

um dos pontos cruciais para o estabelecimento do padrão correto da expressão 

gênica, levando a um desenvolvimento normal e o consequente sucesso da 

gestação, é o período de cultivo destes embriões produzidos por TN. 

Observamos no presente estudo que os cotilédones produzidos por FIV 

também apresentaram uma modesta, ainda que não significativa, redução nos 

níveis de TSSC4, e uma redução significativa nos níveis de dimetilação da 

lisina 9 da histona 3, redução essa comparável à observada para o grupo TN. 

De fato, outros estudos realizados demonstraram alterações importantes em 

modificações de histonas em resposta a diferentes condições de cultivo usadas 

na FIV (CORREA et al.,  2013; GASPAR et al., 2015) ou em relação a 

gestações produzidos por IA (ARNOLD et al., 2015). Portanto, suspeitamos 

que as diferenças observadas nas placentas do grupo TN possam ser, em 

partes, explicadas pelo uso do cultivo in vitro, parte fundamental do processo 

de produção de embriões por clonagem.  

Os genes em torno do Kcnq1ot1, que tem um papel na repressão dos 

genes vizinhos, parece não ter sua marca estritamente regulada por metilação 

do DNA, em células placentárias, têm demonstrado ser necessário as 

modificações de histonas repressivas para manter a expressão (LEWIS et al., 

2004; KOROSTOWSKI et al., 2012). Um dos gene que estudamos, o PHLDA2, 

parece estar nesta categoria. Este gene maternalmente expresso parece ser  

regulador do crescimento placentário (revisado por JENSEN et al., 2014) e  

apresenta marcações de histonas alelo-específicas,  que controlam o 

estabelecimento e/ou manutenção do imprinting (LEWIS et al., 2004). Em 

nosso estudo, feito com o gene PHLDA2, foi mostrado que as amostras de TN 

apresentaram 20% mais H3K4me2 (permissiva) no alelo paterno, silenciado 

normalmente, comparado com placentas de transferência de embriões. 

Também vimos que as placentas de FIV tiveram um aumento de 10% na 

H3K4me2 no alelo paterno, em relação às placentas produzidas por TE, 
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indicando que o enriquecimento da marca da histona permissiva pode ser 

responsável pelo aumento da expressão observada nestes grupos para o gene 

PHLDA2.  

O correto remodelamento de histonas é fundamental para que haja a 

transcrição favorecendo no desenvolvimento normal do feto (FU et al., 2012). 

Embriões produzidos por transferência nuclear apresentam, alterações 

significativas no remodelamento das histonas (MORGAN et al., 2005; SANTOS 

et al., 2003; WEE et al., 2006; WU et al., 2011). No estudo feito com o gene 

TSSC4, as amostras de TN mostraram uma porcentagem maior de dimetilação 

da H3K4 (permissiva) e menor dimetilação da H3K9 (inibitória), o que não 

explica a expressão diferenciada neste grupo, uma vez que a expressão foi 

reduzida no Grupo TN. Como mencionado anteriormente, o processo de 

“imprinting” pode ser estabelecido (mantido) por qualquer um dos três 

processos epigenéticos, ou por uma combinação deles (revisado por BESTOR 

et al., 2000), portanto estudos futuros são necessários para estabelecer se 

algum dos demais processos epigenéticos estão alterados no Grupo TN, e 

poderiam, portanto explicar a diminuição nos níveis de expressão de TSSC4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

7 CONCLUSÃO 

Os dados apresentados mostram que as expressões dos genes “imprinted” 

TSSC4 e PHLDA2 são afetadas em placentas de gestações produzidas por 

TN, assim como as modificações de histonas H3K4me2 e H3K9me2.  

Alteração na marcação das histonas como a diminuição dos níveis de 

dimetilação da H3K9 em TSSC4 nas placentas produzidas por FIV e TN, 

indicam que o cultivo pode corroborar com alterações no Grupo TN. 
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