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Resumo. Epigenética pode ser definida como a area da genética que estuda mudangas herdaveis na funcao
génica/fenétipo e que ndo estdo relacionadas a mudangas na estrutura primaria do DNA. Os principais fatores
epigenéticos sao a metilacdo de DNA; as alteragdes pés-traducionais de histonas, como metilacao, acetilagao,
fosforilagdo, ubiquitinacdo, dentre outras; alguns RNAs ndo codantes; e remodeladores de cromatina.
Dependendo da combinagdo dessas modificagdes, a cromatina se encontra numa configura¢do mais aberta
(eucromatina) ou mais fechada (heterocromatina), estando assim relacionadas ao controle da expressao génica.
Como os padrdes epigenéticos sdo susceptiveis a fatores externos, as técnicas de reproducdo assistida (TRAs)
podem afetar esses padroes e consequentemente a regulagdo da expressdo génica, porque durante os periodos
criticos do desenvolvimento inicial os gametas e embrides estdo sujeitos as condigdes in vitro de maturagdo,
fecundagdo e cultivo. Além disso, trabalhos mostram que efeitos ambientais externos durante a gestagdo
podem afetar padrdes epigenéticos e como consequéncia a satide e desempenho da progénie. Assim, estas
informagdes podem ser relevantes no contexto do melhoramento animal. Finalmente, é importante o
desenvolvimento e adaptacao de novas tecnologias de reproducao assistida que evitem ao méximo alteragdes
epigenéticas em gametas e embrides. No contexto da producdo animal, é essencial esclarecer se e como padrdes
epigenéticos podem estar envolvidos na resisténcia a doencas e caracteristicas de producao.
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Epigenetics in genetic improvement and animal reproduction

Abstract. Epigenetics can be defined as the study of heritable changes in genetic function not related to changes
in the primary sequence of the DNA molecule. The principal epigenetic phenomena are DNA methylation;
posttranslational changes in histone proteins, such as methylation, acetylation, phosphorilation, ubiquitination
and others; some classes of non-coding RNA; and chromatin remodelers. Depending on the combination of
these modifications, the chromatin assumes a configuration which is either more open (euchromatin) or more
closed (heterochromatin), thus being related to the control of genic expression. Since these epigenetic patterns
are susceptible to external factors, assisted reproductive techniques (ARTs) can affect them and consequently
the regulation of genic expression, given that during the critical initial periods of development the gametes and
embryos are subjected to the conditions of in vitro maturation, fecundation and culture. Furthermore, research
has shown that external environmental factors during gestation can influence epigenetic patterns and thus, the
health and performance of the progeny. Therefore, this information can be relevant to animal improvement.
Finally, it is important that in the development and adaptation of new ARTs, epigenetic alterations of gametes
and embryos be avoided as much as possible. In the context of livestock production, it is essential to elucidate
if and how epigenetic patterns may be involved in resistance to diseases and productive traits.
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Descrisao e Importancia da Epigenética

Conceitos basicos

A epigenética pode ser definida como a 4rea da
genética que estuda mudancas herdéveis na funcdo
génica/fenétipo que ndo estdo relacionadas a
mudangas na estrutura priméria do DNA. Dentre os
fatores epigenéticos estdo a metilacio de DNA, as
modificacdes pos-traducionais das histonas (coédigo
de histonas), algumas classes de RNAs ndo codantes e
remodeladores de cromatina. Em mamiferos, a
metilacio de DNA ocorre na base nitrogenada
citosina antecedendo uma guanina, nos chamados
sitios CpG. Mais recentemente, foi mostrado que em
alguns tecidos a metilagdo do DNA também poderia
ocorrer, em uma menor frequéncia, nas citosinas em
sequéncias CHG e CHH, onde H pode ser uma
adenina, uma timina ou uma citosina. A fonte de
grupamentos metil (CHs) para que as enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs) metilem o DNA vem do
ciclo da metionina (ciclo de um Carbono), onde a
metionina é metabolizada em S-adenosilmetionina
(SAM), o qual fornece o grupo metil para a metilagdo
de DNA, RNA e proteinas. Regides do genoma ricas
em sitios CpG sdo conhecidas como ilhas CpG e
normalmente quando presentes em regides promo-
toras de genes, se encontram desmetiladas e em
regides fora dos promotores génicos e com menor
concentracdo de sitios CpGs, normalmente se
encontram metiladas. Via de regra, uma ilha CpG
hipermetilada e dentro de um promotor génico se
relaciona com um estado de heterocromatina (maior
compactagdo do DNA) e como consequéncia com
bloqueio da transcricdo génica, o que ndo
necessariamente acontece se a metilagdo se encontra
dentro do gene. As histonas sao proteinas basicas que
se associam ao DNA formando estruturas conhecidas
como nucleossomos, os quais estdo associados a uma
maior compactagdo da cromatina. Além da metilagao
do DNA, dentre os fatores epigenéticos estdo as
modificagdes pos-traducionais das histonas as quais
sdo metilagdo, acetilagdo, ubiquitinagdo, fosforilacao,
sumoilacdo, dentre outras, constituindo o chamado
cédigo das histonas. Dependendo da combinagao
dessas modifica¢hes, a cromatina se encontra numa
configuragdo mais aberta (eucromatina) ou mais
fechada (hetero-cromatina), configuracdes estas
relacionadas também ao controle da expressao génica.
Apenas como um exemplo, se um gene qualquer, em
uma determinada regido do genoma, se encontra com
sua regido promotora com o DNA hipermetilado e
“enriquecida” com trimetilagdo da lisina 27 da histona
H3 (H3K27me3), este gene estard “desligado”. Por
outro lado, se um determinado gene se encontra com

sua regido promotora com o DNA desmetilado e
“enriquecida” com trimetilagdo da lisina 4 da histona
3 (H3K4me3), provavelmente este gene estara trans-
cricionalmente ativo. Portanto, todas estas possiveis
combinagdes de estados epigenéticos, tanto de DNA,
como de histonas determinam o estado de compac-
tacdo da cromatina e consequentemente seu perfil
global de expressao génica. Isto determina porque um
mesmo genoma de um individuo apresenta diferentes
epigenomas, determinando cada tipo celular e/ou
tecido diferente do corpo. Assim, podemos definir o
epigenoma como o conjunto de marcas epigenéticas
sobre o genoma que regulam a estrutura da croma-
tina e a acessibilidade da maquinaria de transcrigdo ao
DNA (Heijmans et al, 2009). Um mecanismo
essencialmente epigenético de regulacdo da expressao
génica é o imprinting gendmico que pode ser definido
como um mecanismo epigenético de controle da
expressdo monoalélica de um gene dependente da
origem parental do alelo. Alguns genes imprinted ja
estdo bem caracterizados, principalmente em camun-
dongos e humanos e muitos deles estdo relacionados
ao desenvolvimento embriondrio, fetal e placentacéo.
Um padrdo especifico de metilagio de DNA e
modificacdes de histonas ocorrem diferencialmente
nos dois alelos de um mesmo gene imprinted. Assim,
um alelo se encontra em um estado transcriciona-
Imente ativo e o outro, necessariamente em um estado
transcricionalmente inativo. Como exemplo classico,
pode-se citar o gene insulin-like growth factor 2 (IGF2),
para o qual apenas o alelo paternal é expresso. Um
exemplo pratico onde diferencas fenotipicas e
comportamentais podem ser, pelos menos parcial-
mente explicadas pelo imprinting gendmico, é no caso
da producdo de hibridos oriundos do cruzamento
entre equinos e muares. As mulas ou burro sdo
produtos hibridos oriundos do cruzamento de um
jumento com uma égua e os bardotos sdo produtos do
cruzamento de um cavalo com uma jumenta. Neste
caso especifico, os mesmos alelos (paternais ou
maternais) de genes imprinted que sao expressos
nestes diferentes hibridos sdao oriundos de espécies
diferentes (Equus caballus e Equus asinus) e assim a
possibilidade  de  diferengas  fenotipicas e
comportamentais terem a contribuicao do imprinting
gendmico pode ser significativa. Apesar de
especialistas em equideo-cultura terem experiéncia
para identificar se o animal é um muar ou um
bardoto, em alguns casos isso se torna dificil e testes
moleculares baseados em DNA podem contribuir
para a identificacdo desses hibridos (Franco et al.,
2016). Num contexto de melhoramento genético,
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Meyer e Tier (2012), estimaram que a varidncia devido
ao imprinting gendmico é de até 10% da variancia
fenotipica para peso em gado de corte.

Apesar de fatores ambientais terem pouca
influéncia direta sobre o genoma propriamente dito, é
sabido que fatores externos podem influenciar na
forma com que o genoma se expressa. Ja estd
relativamente bem estabelecido na literatura que os
padrdes epigenéticos sao susceptiveis a “agressdes”
externas durante toda a vida de um individuo, as
vezes de forma cumulativa. Isto ndo significa que os
padrdes epigenéticos estdo mudando ou se alterando
o tempo todo. Padrdes epigenéticos de células
somaticas sao relativamente estaveis e transmitidos de
uma forma fiel as células filhas no processo mitético,
mantendo seu padrdo de diferenciagdo celular. Mas
existe uma “janela do desenvolvimento” onde esses
padrdes estdo sendo estabelecidos e por isso sdao
altamente susceptiveis a influéncias ambientais. Este
periodo compreende a fase do desenvolvimento
embrionario e fetal até a formacdo de todos os tecidos
do organismo, e dentro desta “janela”, a fase de
formacao das gonadas e da diferenciacao das células
germinativas primordiais nas células precursoras dos
gametas. Neste periodo, dentro do primeiro tergo da
gestacdo, o genoma das células embrionérias sofre
uma ampla reprogramacdo epigenética, inicialmente
se desdiferenciando de uma cromatina de gametas
para se tornarem células tronco pluripotentes e num
segundo momento se reprogramando para iniciarem
o processo de diferenciagdo celular para formagdo dos
diferentes tecidos de um novo organismo. No caso
das células germinativas primordiais, estas sdo
epigeneticamente “desprogramadas” para entdo se
diferenciarem em células precursoras dos gametas.
Toda a dinadmica de reprogramacao, especificamente
do padrdo de metilagio de DNA, durante esse
periodo especifico do desenvolvimento esta mostrado
na Figura 1 e detalhado na sua legenda.

Epigenética e as técnicas de reproducao assistida

Como mostrado na Figura 1, as técnicas de
reprodugdo assistida (TRAs) podem afetar os padroes
epigenéticos e consequentemente a regulagdo da
expressao génica, principalmente porque no contexto
das TRAs os periodos criticos do desenvolvimento
inicial estdo sujeitos as condicdes in wvitro de
maturacao, fecundacdo e/ou cultivo, além do uso de
horménios e outras substancias (Urrego et al., 2014).
Estes mesmos autores citam que ha a necessidade de
buscar alternativas para melhorar as TRAs para evitar
desordens epigenéticas quando do uso dessas
técnicas. Dentre as TRAs que provavelmente mais
podem afetar os padrdes epigenéticos estd a clonagem
por transferéncia nuclear de células somaticas

(TNCS). Isto porque uma célula somética, portanto ja
diferenciada, é utilizada como doadora de niticleo e o
ovocito enucleado deve ser capaz de desprogramar
todo o padrdo epigenético ja estabelcido para a
geracdo de um embrido. Yang ef al. (2007) mostraram
que o embrido clone apresenta um padrdo de
reprogramacao da metilacito de DNA incorreto,
exibindo um processo de desmetilagio de DNA
incompleto e o inicio da remetilagao precocemente. E
sabido que esta incorreta reprogramacdo epigenética
no inicio do desenvolvimento embrionario pode
acarretar consequéncias adversas durante todo o
processo de clonagem que vai desde a produgdo de
um embrido de pior qualidade até perdas em todos
os periodos da gestacdo e maior mortalidade
perinatal. Mundim et al. (2009), avaliando a
expressao de genes candidatos em embrides bovinos,
mostraram que embrides produzidos in vitro
apresentaram maior expressdo do gene imprinted
Growth Factor Receptor Bound Protein 10 (GRB10) e de
genes relacionados a estresse oxidativo comparados
com embrides produzidos naturalmente, mostrando
o efeito das TRAs sobre a regulacdo da expressao
génica. Por outro lado, Carvalho et al. (2012)
mostraram que a utilizacdo da citometria de fluxo
para a sexagem de sémen bovino ndo afetou os
padrdes de metilagdo de DNA em genes imprinted.
Epigenética e o melhoramento animal

Fazendo-se um breve histérico sobre o
melhoramento animal, podemos dizer que este se
iniciou quando da domesticagdo dos animais pelo
homem. Os animais eram selecionados apenas por
observacdo visual, escolhendo-se para se reproduzir
apenas aqueles que apresentavam algum fendtipo
desejavel. Como ciéncia, as bases para o melhora-
mento se iniciaram com as descobertas das leis da
heranga por Gregor Mendel em 1865 e o melhor
entendimento dessas leis no inicio do século XX.
Com o desenvolvimento de métodos estatisticos, os
conhecimentos da heranca, o desenvolvimento da
inseminagdo artificial, o advento dos computadores, e
o desenvolvimento de metodologias analiticas,
surgem os programas de avaliagdo genética/
melhoramento propriamente ditos. Assim, com infor-
macdes de pedigree e dados fenotipicos coletados em
testes de desempenho e progénie se torna possivel
predizer o valor genético dos animais e temos hoje as
diferencas esperadas nas progénies (DEPs) para
animais avaliados. Com o rdpido desenvolvimento
da genética molecular e gendmica, hoje ja estd se
tornando possivel calcular as chamadas DEPs
gendmicas, através da andlise direta do DNA dos
individuos, onde centenas ou milhares de Single
Nucleotide  Polymorphism (SNPs) sao avaliados,
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Figura 1. A Figura mostra os dois ciclos de reprogramacdo de metilacdo do DNA, durante a gametogénese e a
embriogénese inicial. A linha azul representa essa reprogramacdo durante a gametogénese masculina (Prenatal e
Postnatal stages) e do prontdcleo masculino, apds a fecundacdo (Embryo development). A linha rosa representa os
mesmos eventos, mas na gametogénese feminina e prontdcleo feminino. Ao nascimento (<»), as células
germinativas masculinas ja se encontram com um alto padrdo de metilacdo, sendo que os ovécitos s6 recebem e
completam seu padrao de metilacdo ap6s os animais atingirem a puberdade (Postnatal stage). Apds a fecundacao
(NF), ocorre a segunda onda de reprogramacdo, onde o prondcleo masculino é submetido a um processo de
desmetilacdo ativa (mais rdapida) e o prondcleo feminino um processo de desmetilagdo passiva dependente de
divisdo celular, portanto mais lenta. Em bovinos, o processo de metilacdo de novo se inicia quando o embrido atinge
o estagio de 8-16 células, sendo que a primeira diferenciacdo celular, na fase de blastocisto (BI), gera as células do
trofoblasto (EET), que originarao a placenta e sendo menos metiladas que as células da massa celular interna (Em),
as quais originardo o feto. As linhas horizontais pretas pontilhadas representam os genes imprinted, sendo que a
linha superior representa os alelos metilados e a inferior, os alelos ndo metilados. Na parte superior da Figura, em
vermelho, estdo representadas as principais tecnologias de producdo in vitro de embrides, que sdo a producao in
vitro de embrides com suas diferentes etapas (IVM: maturacao in vitro; IVF: fecundagao in vitro; IVC: cultivo in
vitro), a clonagem por transferéncia nuclear (SCNT) e a injecdo intracitoplasmdtica de espermatozoides (ICSI)
mostrando seu potencial efeito deletério (%) durante a gametogénese e a embriogénese inicial.

informagdes poderiam ser relevantes no contexto do
melhoramento animal.

permitindo assim predizer o valor genético de um
animal ainda quando jovem ou até mesmo quando

ainda é um embrido, antes da transferéncia deste
para uma receptora. Isso permite diminuir intervalo
de geracdes, acelerando assim o ganho genético no
tempo. Como o avango rdpido do conhecimento na
drea da epigenética, principalmente nos estudos com
modelos animais (camundongos e ratos) e humanos,
muitos trabalhos comegaram a focar nos potenciais
efeitos de fatores ambientais, como nutrigdo, estresse,
substancias quimicas, dentre outros, durante a
gestacao, sobre a satide e desempenho da progénie na
infancia e vida adulta. E alguns trabalhos comecaram
a especular a possibilidade de que efeitos ambientais
externos durante a gestagdo poderiam afetar nao sé a
geracdo F1, mas outras geragdes. Assim, estas

Pode-se citar alguns exemplos importantes sobre
diferentes efeitos externos sobre padrdes epigenéticos
e sua influéncia sobre diferentes fenétipos. Trabalhos
utilizando linhagens de camundongos Agouti
portando a insercdo de um retrotransposon nesse
gene, mostraram que alimentando fémeas gestantes
com dietas suplementadas com colina, 4acido félico,
betaina e vitamina B12, suas progénies nasceram
saudaveis e com pelagem marrom (Dolinoy et al.,
2006, 2007). Estas mudangas no fendtipo estao
associadas a mudangas, provocadas pela dieta rica em
substancias relacionadas a fontes de grupamentos
metil, no padrdo de metilacaio do DNA de um
retrotransposon presente no gene Agouti dessa
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linhagem de camundongos. A grande questdo é se
essas alteragdes permanecem apenas na geracao F1 ou
se mantém em outras geragdes. Diferentes grupos de
pesquisa trabalhando com esse modelo encontraram
resultados controversos neste sentido (Cropley et al.,
2006; Waterland et al., 2007). Um outro estudo muito
interessante mostrou que individuos expostos a
fome durante a vida pré-natal, apresentaram, 6
décadas mais tarde, menos metilacio de DNA no
gene imprinted IGF2 (Heijmans et al., 2008). Esses
achados mostram que a exposi¢cdo a determinados
fatores ambientais, neste caso a restri¢io alimentar,
no inicio do desenvolvimento pré-natal pode causar
alteracoes epigenéticas que persistem durante toda a
vida do individuo. Um outro estudo, avaliando
gémeos monozigoticos, mostrou que diferencas nos
padrdes epigenéticos vao aumentando durante a
vida dos individuos (Fraga et al., 2005). Além disso,

Adkins et al. (2011) mostraram que ha uma
correlagdo entre a idade parental e os niveis de
metilacdo em recém-nascidos. Considerando estes
resultados, e focando o melhoramento e a produgao
animal, uma questdo relevante a ser levantada é se
estas mudancgas epigenéticas que vao surgindo ao
longo da vida dos individuos também ocorrem nos
gametas e se sim, serd que héd alguma diferenca de
desempenho e satde da progénie de um animal
quando este é utilizado ainda jovem ou mais velho
para se reproduzir?

Finalmente, é importante o desenvolvimento e
adaptagdo de novas TRAs que evitem ao maximo
alteracOes epigenéticas em gametas e embrides. No
contexto da produgdo animal, é essencial esclarecer
se e como padrdes epigenéticos podem estar
envolvidos na resisténcia a doencas e caracteristicas
de produgdo.

Conclusoes

A epigenética é um tema recente e a maioria dos
estudos utiliza animais de laboratério. A importancia
da epigenética no contexto das TRAs estd bem
estabelecida e para o melhoramento genético animal
pouco ainda se sabe. Ha poucas evidéncias sobre
heranca epigenética transgeracional (através das
células germinativas) em mamiferos que persistem
por mais do que tres geragdes—-este € um tema
cientificamente relevante (Lamarkismo).

Epigenoma-cada tecido/idade/estado fisiologico
tem um epigenoma especifico (qual avaliar depende

da caracteristica de interesse)-o custo da técnica ainda
é limitante. Necessidade de desenvolvimento de
métodos  estatisticos para incorporar dados
epigendmicos em programas de melhoramento. A
possibilidade de  manipulagio de  padrdes
epigenéticos por fatores externos como por exemplo
nutricdo e manejo pode-se apresentar como uma
ferramenta para a produgdo animal, favorecendo
determinados epigenétipos relacionados a resisténcia
a doengas, longevidade, producao, etc.
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