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RESUMO

Mecanismos epigenéticos na reproducao, fertilidade e desenvolvimento bovino

Diante das novas descobertas da area da epigenética, pesquisas foram feitas
com o objetivo de determinar a correlacdo de marcacdes do epigenoma com
alteracdes na expressao génica, cujos potenciais consequéncias no fendétipo
séo de interesse cientifico e pecuario.

O presente trabalho trata de uma reviséo bibliografica de artigos relacionados
ao tema e uma entrevista com profissionais relacionados a producéo pecuaria
sobre percepcdes fenotipica e de desenvolvimento bovino com intima

correlacao a atividade epigenética.

Palavras-chave: Epigenética bovina, reproducgdo assistida, marcas epigenéticas, epigenoma



ABSTRACT

Epigenetic mechanisms in reproduction, fertility and development of cattle

Due to the new findings on the epigenetic field, researches have been made
with the aim to discover the relationship between marks of the epigenome and
alterations in the gene expression, whose potentials for the phenotype may be
of animal husbandry and scientific interest.

The present work consists in a bibliographic review of articles with the subject
of bovine epigenetic and an interview with professionals related to these areas
of study concerning their personal perception of phenotypes and bovine
development factors closely related to epigenetic activity.

Keywords: Bovine epigenetics, bovine assisted reproduction, epigenome, epigenetic marks
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1 - INTRODUCAO

As recentes descobertas dos mecanismos epigenéticos aprimoraram
significativamente a compreensao da expresséo génica e 0s
mecanismos de sua natureza, que excedem o modelo mendeliano. As
primeiras expectativas do estudo epigenético neste século, crescentes
apos os desenvolvimentos inconclusivos do Projeto Genoma Humano
gue esperavam encontrar nos loci dos genes todas as respostas
bioldgicas, consistiam, principalmente em explicar os fatores do
desenvolvimento celular tumoral, problemas nas recombinagdes
gaméticas, desenvolvimento embrionério defeituoso (sendo estes trés
temas muito importantes para a ciéncia da reproducao assistida),
sindromes e, em geral, desordens metabdlicas comuns aos seres Vivos,
de carater potencialmente herdavel através de mecanismos mitéticos,
meioticos ou transgeneracionais. Ao decorrer dos estudos dos
mecanismos epigenéticos as hipéteses cientificas foram confirmando-se
na correlacéo entre os marcadores epigenéticos e as expressoes
fenotipicas avaliadas, dando respaldo aquilo que consistia em somente
especulacdes tedricas ndo comprovadas pelas passadas geracdes de
geneticistas. Assim, uma nova fronteira do estudo da genética abria-se
para a comunidade cientifica, especialmente aqueles relacionados ao
estudo da fertilidade e reproducéo humana ou animal (Niciura et al.,
2015).

A crescente realidade do emprego de tecnologias de reproducao
assistida na producao pecuéaria trouxe especulacdes cientificas
correspondentes as premissas ja demonstradas sobre as condi¢des
epigenéticas das células germinativas decorrentes do uso dos métodos
de inseminacéo artificial, manipulacdo de évulos e producéo de
embrides, utilizados tanto em seres humanos ou nos muitos testes com
roedores, indagando se 0s mecanismos ativados ou inativados nos
ambientes artificiais das biotecnologias utilizadas seriam os mesmos dos
ambientes organicos dos seres vivos, e por consequéncias, se a
configuracgéo alteradas das marcacgdes do epigenoma ocasionaria

alguma forma prejudicial a expressdo génica do ser (Skinner et al.,
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2008). A partir desta discussao, inUmeros artigos e experimentos
cientificos avaliaram tais condi¢fes, seja na expressao fenotipica
subsequente ou através do sequenciamento génico com comparacgdes
de marcadores epigenéticos, trazendo o entendimento a grande
relevancia deste estudo para as praticas de reproducao zootécnica e
cuidados na criagao dos animais de interesse (Niciura et al., 2015).

A compreenséo desta area de estudo correlata a genética firma-se
principalmente através da analise dos marcadores epigenéticos,
resultados de toda a complexa rede de mecanismos de
ativacaol/inativacdo génica, determinantes, por exemplo, para
importantes recursos bioquimicos definidores das relacdes metabdlicas
do animal e de seus 6rgdos com o ambiente, sendo ja corretamente
correlacionados para determinar fatores como o pH do Rumen,
composicao nutricional e organoléptica do leite, perfil hormonal,
atividade transcriptdmica, habitos comportamentais, bem-estar animal,
fertilidade da progénie, qualidade das células reprodutivas e quaisquer
expressdes fenotipicas detectaveis pelas atuais tecnologias (Xie et al.,
2011).

Sendo grande o potencial do estudo epigenético para o melhoramento
animal, abrangentes os focos de pesquisa a serem propostos, e, tendo
muito das conclusdes cientificas obtidas destes estudos implicacdes
diretas para praticas de reproducao ou de criacdo animal, considero
necessario uma ampla e atual revisao bibliografica do tema, bem como
uma pesquisa que possa aferir o estado atual da compreenséo deste
assunto pelos profissionais das areas da pecuaria e reproducao

assistida de animais.
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2 - OBJETIVO

Intenta a presente monografia de Trabalho de Conclusdo de Curso
realizar uma revisao de literatura sobre o tema de “Mecanismos
epigenéticos na reproducao, fertilidade e desenvolvimento bovino”, para
maior disseminagédo e compreensao deste tema na comunidade
cientifica de ciéncias agronémicas em ambito nacional. Com o respaldo
tedrico dos consensos cientificos da biologia desta area de estudo, o
presente trabalho p6e-se a realizar também uma pesquisa sobre o
conhecimento geral de profissionais de ramos relacionados a esta linha
de estudo através de um formularios enviado a produtores de pecuaria,
centros de reproducéo assistida de animais e veterinarios, e, por ultimo,

determinar as possibilidades de futuras pesquisas desta area.
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3 -METODOLOGIA

Serao estudados os principais mecanismos epigenéticos conhecidos e
analisados os principais trabalhos cientificos sobre a tematica, em
ordem de relevancia e atualidade, definido pelo impacto na comunidade
cientifica por cada qual causado, cujas interpretacfes irdo compor as
explicacdes teodricas da monografia, objetivando, assim, o
desenvolvimento de conclusdes e raciocinios I6gicos pertinentes ao
assunto.

A apresentacdo dos argumentos dos estudos sera guiada pelas
seguintes importancias:

1 - Relag&o com as Tecnologias de Reproducao Assistida e protocolos
de Inseminacao Artificial;

2 — Importancia para a melhoria de praticas pecuarias e agronémicas
3 — Discusséo sobre as possibilidades de pesquisa e futuros
desenvolvimentos da &rea

4 — Profundidade cientifica da pesquisa

Quanto a pesquisa a ser realizada com profissionais de areas
pertinentes a area da epigenética bovina, esta sera feita através de um
guestionario online a ser enviado para os diversos entrevistados. A
interpretacdo dos resultados sera posteriormente feita.

A partir de todas estas informacdes relacionadas, serdo feitas
conclusdes sobre as tendéncias de futuras pesquisas na area de
epigenética bovina.
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4 — CONCEITUACAO

A epigenética é essencialmente definida como os processos de
alteracdo da expressdo génica ocasionados por alteragdes bioquimicas
e estruturais na cromatina, promovidas por atividades dos componentes
integrantes de suas funcionalidades, sem a ocorréncia direta de
mutacdes na base do DNA.

Esta definicdo implica, naturalmente, na capacidade de alteragédo do
fendtipo pelas marcacdes epigenéticas, e estas, estudadas a seguir, sdo
uma complexa rede de ativacdo e inativacdo das sequéncias génicas
capazes de interagir entre si e com o ambiente celular.

A etimologia do termo, neologismo cunhado nos anos 40 por Conrad
Waddington, denota uma influéncia de ordem superior na expressao
génica (“epi” em grego significando “acima”), que pode conduzir o
desenvolvimento e diferenciagéo celular.

Eventos epigenéticos notorios e de grande relevancia ao
desenvolvimento de seres vivos compreendem o0s seguintes topicos: a
inativacdo do cromossomo X nas fémeas humanas através de uma
densa compactacado(Panning et al., 1998), objetivando uma dosagem
génica harmdnica na transcri¢cdo; a aparicdo de marcas epigenéticas
aberrantes em células cancerigenas, fator que demonstra sua
coadunacdo com eventos mutagénicos, por vezes oriundos de
processos de epimutacao (Gicquel et al., 2005); a capacidade
transgeneracional de heranca da configuracado do epigenoma dos
progenitores, além das capacidades de transmissdo mitotica e meidtica
na replicacéo e recombinacédo das células; a diferenciacdo ou
desdiferenciacéo celular, sendo a primeira natural no desenvolvimento
biolégico, com especial atividade a partir da fecundacéo e
embriogénese, e a segunda, importante para estudos de células-tronco e
canceres, este ultimo vale-se também deste processo, possibilitado por

alterac6es no padrao epigenético celular.
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Uma das perguntas iniciais a serem feitas para a compreensao da
epigenética é: como a célula do zigoto fecundada, vindo a tornar-se o
embrido, portadora de todo o cédigo genético do individuo recém-criado,
pode gerar uma multiplicidade de tipos celulares?

Esta pergunta simples foi respondida de forma diferente ao longo dos
séculos, partindo desde principios pré-formacionistas, no qual o zigoto
seria de uma constituicdo completa quanto ao fenétipo do vindouro ser,
havendo somente de expressar sua natureza ao longo do tempo,
independente de condicbes ambientais, passando para visbées mais
acuradas de base evolucionista, no qual compreendia-se que o codigo
genético base daria inicio a vida, diferenciando-se, entdo, nos diversos
tecidos por ordem exclusiva da transcricao e traducao, para chegar,
finalmente, em uma percepc¢ao mais sofisticada na qual demonstra-se
como estruturas genéticas podem ser alteradas pela operacéo de seus

componentes organizadores influenciados por condi¢cdes ambientais.

A selecdo da expressao génica ocorre por dois fatores, uma prépria da
sequéncia de uma linhagem genética especifica, relacionado ao tecido e
a uma formacgdo comum, conduzido por fatores de transcricao
especificos, cujos promotores tratam de ativar ou silenciar a expressao
de genes particulares, e a segunda, de natureza epigenética, que em um
contexto de informacgBes maiores expressa-se em marcas epigenéticas

no genoma.

A epigenética trata-se de mecanismos de ativa¢do ou silenciamento de
partes do genoma herdaveis ao longo do desenvolvimento celular ou
linhagem de descendentes, majoritariamente reguladores de processos
de diferenciacéo celular, operados também de forma especial na
formacdo gamética e embrionéria, de potencial relativo as mudancas
ambientais em diferentes niveis bioldgicos e sociais. A compreensao
cientifica deste processo mostra como as estruturas e reagcdes
bioquimicas presentes na transcricdo do genoma em RNA, na
modificagcdo de componentes da traducéo e as variagcdes da cromatina
podem ser alteradas por processos denominados epigenéticos,

ocasionando mudancas fenotipicas aparentes até a sutilezas no
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metabolismo dos 6rgaos e tecidos. Tais mudancgas podem ocorrer tanto
a um ser vivo durante sua existéncia como podem ser herdadas aos
descendentes, excedendo as reprogramacdes comuns aos processos
de formacéo de gametas, desenvolvimento embrionario e gestacao.

A genética classica mendeliana prevé somente mutacdes génicas nas
sequéncias de bases e recombina¢des gaméticas como as causadoras
das variacdes das expressdes fenotipicas, porém, a epigenética
identifica como o fator ambiental pode desencadear mecanismos de
regulacdo da expressao génica passiveis de serem herdados e da
consequente expressao do fenétipo.

Os inicios dos estudos desta area remetem a década de 1940, quando
Conrad Hal Waddington, procurando entender os mecanismos de
controle génico no desenvolvimento embrionario, realiza experimentos
com Drosophila melanogaster nos quais eram identificadas alteracdes
fenotipicas herdaveis decorrentes de mudancas ambientais e/ou alelos
mutagénicos. Estudando o fenotipo no qual estavam ausentes veias
transversais nas asas deste inseto, Conrad descobre que a causa para
esta condicdo poderia ser explicada tanto por um alelo mutante ou por
exposicdo da pupa a um choque térmico quente. Assim, Waddington
identifica como um estimulo externo foi sucedido por uma alteracéo
fenotipica que manteve-se ao longo das geracdes descendentes através
de um gene estavel, denominando o processo como assimilacao
genética. De forma semelhante, outro experimento, realizado com esta
mesma espécie, que consistia na exposicado de embrides a substancia
éter, um fendtipo aberrante de térax duplo e quatro asas, diferentemente
das duas asas comuns a todos insetos Diptera, fora gerado com
capacidade transgeneracional em linhagens selecionadas. Concluira-se
gue, mesmo havendo alguma sugestao de um efeito lamarckiano, a
justificativa principal era a propagacao de um novo fenétipo originado
por um alelo estabilizado dos genes, induzidos por estimulo ambiental. A
partir destas novas percepc¢des, pavimentou-se 0s primeiros caminhos
do estudo da epigenética.

O gradual esclarecimento do fator epigenético em seres de ordens

superiores, como 0s mamiferos, desenvolveu-se também pelas
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indagacoes sobre as diferencas fenotipicas de gémeos monozigoéticos
ao longo do desenvolvimento, notavelmente em doencas e até mesmo
comportamentos sociais (Bell et al., 2011).

Outra evidencia recente deste mecanismo esta na aparente modificacéo
fenotipica ocasionada pela feralizacao de porcos domeésticos, no qual
estes ganham novamente seus habitos selvagens, cerdas espessas e
diferentes feroménios. Considerando as linhagens suinas domeésticas
resultados de milénios de atividade pecuéria, justificava-se as diferencas
fenotipicas entre os porcos selvagens dos domésticos unicamente por
ordem da selecdo genética dos sucessivos cruzamentos selecionados
interespecificos , porém, com as recentes apari¢cdes de rebanhos de
javalis selvagens em areas nao endémicas de sua expansao originaria,
como na América do Sul, provam que as alteracdes fenotipicas sao
relativas também as respostas da regulacao genética relativa ao
ambiente. Um estudo conduzido na China (Li, et al. 2016) comparou a
sequéncia génica H19, responsavel por desenvolvimento muscular,
entre linhagens de porcos domésticos com racas selvagens de diversos
biomas e provou que, mesmo estando sem significativas mutacdes ao
longo do processo evolutivo, as diferencas dos padrdoes de metilacéo
desta regido de genes séo responsaveis pelas mudancas fenotipicas de
diferenciacéo racial.

Outro caso bem conhecido em humanos trata-se da tendéncia de
desordens metabdlicas como diabetes em filhos de pais obesos, pois 0s
habitos destes desencadearam a metilacdo de genes que regulavam de
forma sadia a producao de insulina e horménios como a grelina,
sinalizador do apetite (Farias et al., 2018). Entende-se também que a
ocorréncia de canceres seja resultado de auséncia ou corrup¢ao dos
mecanismos epigenéticos.

Havendo os esfor¢cos de melhoramento genético animal nas ultimas
décadas explorados extensivamente os alelos de linhagens
selecionadas e mapeando os gendtipos favoraveis as atividades
humanas, o estudo da epigenética mostra-se como uma nova fronteira
para descobrir as possibilidades da expressao genética dos seres vivos

com possiveis implicagfes para nossa realidade.



Finalizando esta conceituacédo, o entendimento de que domesticacao
nao se trata de uma rua sem saida para a evolucao das espécies

corrobora-se pelos mecanismo epigenéticos.
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5 — MECANISTICA DAS BASES MOLECULARES

Os mecanismos epigenéticos conhecidos sdo a metilacao e
desmetilacdo do DNA, alteracdes de ligacBes das histonas, através de
fosforilacdo, metilacdo e acetilacdo e ocorréncias de RNA ndo-codante,
majoritariamente micro RNA, cujas consequéncias sao alteracdes na
expressao génica, passiveis de serem herdadas ou ndo, a formacéo do
imprinting genémico, sem consequéncias diretas ha promocéao de
mutacdes na cadeia génica original.

A selecdo da expressao génica ocorre por dois fatores, uma préopria da
sequéncia genética de uma linhagem celular especifica, relacionado ao
tecido em formacao, sendo conduzido por fatores de transcricéo
especificos pré-estabelecidos nos eventos de replicacdo, e a segunda,
de natureza epigenética, que em um contexto de informacdes
ambientais maiores expressa-se em marcas epigenéticas no genoma
cujos promotores tratam de ativar ou silenciar a expressao de genes
particulares, relacionando-se também com a formac&o comum do
ambiente tecidual vizinho.

Tratando a seguir das marcacgfes epigenéticas, menciono uma analogia
de Marnie Blewitt oportuna para compreendé-las, que € associa-las com
marcas de pontuacdo gramatical, pelas quais se faz compreensivel a
disposicéo e formatacao das palavras, separadas por espacos,
pontuacdes e acentuacdes, pois o0 cddigo genético € disposto em um

ordenamento pelo epigenoma.

Metilacao

A metilacédo trata-se de um mecanismo de inibicdo da expessao génica
ocasionada pela adigcdo de um grupo metil a regido do DNA, sucedida
pela DNA de novo metiltransferase (DNMT1, responsavel pela
manuten¢ao da metilagdo, e DNMT3a e DNMTDb, presentes no processo
de diferenciacdo de células embrionarias) que obteve um grupo metil de
moléculas SAME (S-Adenosil metionina). Em mamiferos, principalmente,

observa-se que as maiorias das ilhas de nucleotideos CpG, Citosina
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ligada a Guanina por meio de um fosfato, estdo sob efeito de metilagcéo.
Sua ocorréncia nas ilhas de CpG esta associada com uma formacgéo de
cromatina condensada, que juntamente de outros fatores silenciadores
exercem funcéo repressora da transcricao.

A desmetilacdo, processo reverso a este, também ocorre em equilibrio
necessario para o desenvolvimento saudavel do ser vivo, sendo esta
promovida pela enzima de translocacdo TET, muito presente nas
reprogramacodes e gestacao, relacionda a 5-hidroximetilcitosina, que
retorna os nucleotideo a conformacéo original.

Regibes intergénicas e elementos repetitivos sdo também sao alvos
importantes da metilagédo cujo objetivo também serve, ao silenciar o
gene, para evitar recombinacdes ilegitimas.

Processos de metilacdo podem desencadear ocorréncias de
epimutacédo, na qual uma citosina metilada (5-metil-citosina) transforma-
se em timina apds perder a ligacdo com o grupo amina.

Sabe-se que o desbalan¢o destes mecanismo ocasiona ou agrava
tumores cancerigenos, em sua maioria sucedidos em condi¢des gerais
de hipometilacdo e metilacado de genes supressores de tumor. A
identificag8o de padrdes de metilac@o disruptivos é indicativo de

cancéres em muitos dos casos.

Modificagdes das zonas caudais das histonas e da cromatina

As histonas sdo estruturas proteicas que condensam ou liberam a fita do
DNA sendo esta sua funcéo susceptivel a causa epigenética. Passivel
das reacdes de acetilacéo, ubiquitinacao, fosforilagdo e metilacdo nas
histonas H1, H2a, H2b,H3 e H4, formadoras do octamero do
nucleossomo, sua acdo permissiva desenrola a fita do cédigo genético e
a agao repressiva o condesa.

As regides de suas estruturas passiveis do mecanismo epigenético sdo
suas zonas caudais N-terminal, que ao exceder o nucleossomo dispde-
se para ligacdes quimicas e se torna acessivel para proteinas da
cromatina. Sua carga eletrostatica positiva devido a lisina e arginina tem

afinidade com a fita do DNA, fator naturalmente correlato com a
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condensacéao do cédigo genético, sendo somente alteradas quando
enzimas da cromatina ligam-se das véarias formas nesta terminacgéo.

As histonas, quando vistas em um ordenamento conjunto (Figura 1),
promovem altera¢cdes na cromatina, cujas variagées sao relativas em
maior intensidade as fases de replicacdo e recombinacéao celular. Ha
para este ordanamento da cromatina disposi¢cdes das histonas em fibras
senoidais que agrupadas por proteinas de Scaffold geram as
conformacdes de cromatina bem visiveis e agrupadas como em fases da
metéafase

Devido a numerosa quantidade de condi¢cdes epigenéticas das histonas
e suas diversas categorias, referem-se como o Cédigo das Histonas a
interacdo promovida na expressao génica pela modificacao de sua
interacdo com a fita do DNA. Este cédigo tem importante correlacdo com
a epigenética e mostra-se muito relativo a condi¢des ambientais tais
como o ciclo circadiano. (Whitelaw et al., 2016)
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(Figura 1. Fonte: University of Tennessee and ORNL researchers Ada and Don Olins

discovered the nucleosome by electron microscopy in the 1970s, publishing their results
in a 1974 issue of Science. Image credit: Ada Olins and Donald Olins, University of

Tennessee/Oak Ridge Graduate School of Biomedical Sciences)

RNA’s ndo codificantes

Os RNA'’s nao codificantes sdo mecanismos de regulacéo génica pos-

transcricional pois funcionam como entreposto da primeira transcricao
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ao RNA mensageiro que resultara na expressao proteica. Ha mais de
trinta e cinco mil destes ja identificados com suas especificas atuacgdes,
dentre estes, os long non-coding RNA'’s, por exemplo, estao
relacionados na inativagao do cromossomos sexual X, e os micro RNA’s,
compostos por vinte e dois nucleotideos, atingem os mais diversos
alvos, direcionando enzimas para sitios do genoma. Outros, tais como
os piRNA'’s direcionam o maquinario epigenético.

Estudos da reproducéo identificaram que muitos RNA’s ndo-codantes
atrelam-se ao espermatozoéide quando este passa pelo epididimo,

conferindo a cada um caracteristicas diferenciadas (Smith, 2012).



23

6- REVISAO DE ESTUDOS

Inicio as analises dos trabalhos pela revisdao “The use of epigenetic
phenomena for the improvement of sheep and cattle” de Goddard e
Whitelaw, 2014, no qual discute-se como o conhecimento adiquirido em
epigenética pode contribuir para a melhoria de indices zootécnicos,
como o ganho genético.

As mudancas epigenéticas consideradas pelos autores como mais
importantes ao melhoramento animal séo as de carater
transgeneracional, visando a formacéo de linhagens cujos tratamentos
ambientais de potencial alterador do padrdo epigenético favorecam uma
expressao fenotipica desejada e que possivelmente acumulem tais
caracteristicas ao longo das geracdes por efeito de assimilacao
genética, porém tais eventos séo dificeis de detec¢cdo em mamiferos de
grande porte, tendo somente sido evidenciadas em experimentos com
transgenes em ratos obtidos por cruzamentos endogamicos e
extendendo-se a poucas geragcoes descendentes (Goddard et al., 2014).
As marcas da epigenese ocorridas ao longo da ciclo de vida do
mamifero sdo majoritariamente perdidas nos eventos de reprogramacao
epigenética das células espermaticas, dos o0citos e no desenvolvimento
do embrido, isto porque sao necessarias grandes transformacdes
celulares no ciclo reprodutivo e gestacdo, demandando expressdes
genéticas altamente especificas ou transitorias. As marcas epigenéticas
gue superam tais processos sao, portanto, transgeneracionais e sabe-se
gue muitas destas tem um perfil de epimutacao, principalmente na
transformacao de citosinas metiladas em timinas (Goddard et al., 2014).
Herancas transgeneracionais ocorrem quando a descendéncia, que nao
participou dos eventos ambientais iniciais que desencadearam as
mudancas das marcas epigenéticas, continua a manifestar em seu
fendtipo a expresséo desta regulacdo génica especifica. Sendo assim,
se considerarmos uma fémea (FO) cuja alteracéo epigenética de
interesse tenha ocorrido durante a gestacao de sua prole (F1), a

segunda geracao decorrente (F2) ainda ndo sera considerada como
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afetada por um evento transgeneracional, pois estava biologicamente
relacionada a seu ascendente que estava sendo gestado, tornando
somente uma geracao posterior (F3) possivel para a ocorréncia
transgeneracional (Figura 2). Quanto a ocorréncia deste evento em
linhagem paterna, a primeira geracao (F1) obtida pelo espermatozoéide
do ancestral (FO) com a marca epigenética ndo considera-se como
relativa ao efeito transgeneracional mas somente a geragao posterior
(F2) (Skinner, 2008).

ENVIRONMENTAL EFFECTS

Germ

A
cells

(Figura 2. Extraido do site: The Beef Site, “Epigenetics: A new Challenge in the Post-
Genomic Era”, 17 de abril de 2012.)

Michael K. Skinner em “Environmental epigenetics and epigentic
inheritance in domestic animals”, 2020, destaca para espécies de

interesses pecuarios evidéncias epigenéticas importantes (Tabela 1).

Para bovinos é citada a correlacdo da sintese lipidica e producao de
leite com marcas epigenéticas, sendo que perfis metilados eram
oriundos de tecidos infectados por Escherichia coli e Streptococcus
uberis ou ocorriam ciclicamente pela fim do periodo de lactacdo
(Ibeagha-Awemu e Zhang, 2015), gerando também, em ambos os
casos, o silenciamento do gene da Alfa-Caseina S1 (Vanselow et al.,
2009). Relativo também ao periodo de lactagéo, é citado Gonzalez-
Recio et al., em 2012, que partindo do pressuposto de que o periodo

lactante implica em maiores estresses metabolicos, possivelmente
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comprometedores a gestacao, realizou um experimento com 40.065
vacas Holstein para avaliar efeitos transgeneracionais em novilha
gestadas durante a lactacdo, no qual analizava a diferenca da razéo
gordura/proteina no leite na primeira lactacdo, da producéo total (kg) e
da longevidade com as de novilhas de primogénitas. As analises
estatisticas demonstraram que um pequeno decréscimo médio de
menos 56 kg de leite na producdo total da vida da vaca, menos 16 dias
de longevidade e menos eficiéncia metabdlica na razéo
gordura/proteinas havendo acréscimo de 0,42%, foram determinados
para as bezerras gestadas por progenitoras em lactacédo postas em
comparagao com as crias primogénitas, de maes naturalmente nao
lactantes. O diferente nivel dos fatores observados nao indica qualquer
perda a producao pecuaria de forma significativa mas demonstra o
potencial negativo da ocorréncia de estresses metabdlicos durante a

gravidez para as novilhas e da possivel consequéncia epigenética.

Skinner continua esta secao sobre a correlagdo das marcas
epigenéticas com doencas, jA amplamente estudadas em modelos com
roedores, porém em menor quantidade para bovinos. Foi identificado
marcas epigenéticas aberrantes em crias com LOS (Large offspirng
syndrome), cuja ocorréncia € maior nos seres obtidos por reproducao
assistida ou processos de clonagem de Transferéncia Nuclear de Célula
Somatica (Kruip e den Daas, 1997). Os padrdes de metilacdo diferem
entre os embrides controle conduzidos no utero (Figura 3), embrides

fecundados in vitro e obtidos por TNCS, fator intimamente correlato com

0 sucesso das respectivas gestacoes e a qualidade da vida da progénie
obtida.
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(Figura 3. Fonte: Research Gate. Gestacéao de feto bovino)

A partir disto, discute-se nesta revisao diferentes intesidades de
expressdes génicas especificas em embrides obtidos de odcitos frescos
e de congelados. Observou-se que nos oocitos congelados, comparados
com 0s 0dQcitos frescos, ocorreu em decréscimo a expressao dos genes
HMGN3a, cuja funcao é de ligacdo na cromatina, e HDAC1, produtor de
uma enzima que promove a desacetilagéo das histonas (Barkess et al.,
2012) e aumento na expressao de STAT3, fator de transcricéo,
DNMT3Db, fixadores de grupos metil ao codigo genético e SMARCALL,
regulador da transcricédo através de alterac6es na cromatina. Nos
embrides obtidos pelos od6citos congelados, a taxa de clivagem foi
menor em comparacao aos obtidos por odcitos frescos. Esta taxa €

indicativo de viabilidade do embrido (Chen et al., 2016).

Sabe-se também que a morfocinética apresentada na clivagem do
embrido in vitro é indicativo de danos ao DNA, consumo de substratos
do meio de cultura, secre¢do de metabdlitos, viabilidade celular,
secrecao de metabdlitos, atividade enzimética e perfis transcriptbmicos
(Milazzotto et al., 2016).

Como esta revisdo citada compila também experimentos com outras
espécies domeésticas, cito a seguir experimentos que a meu ver
compreendem linhas de pesquisa interessantes para o estudos

equivalentes ou semelhantes do epigenoma de bovinos.

Em suinos, espécie muito estudada para entender efeitos epigenéticos
de respostas diretas devido as similaridades fisiologicas com humanos,
demonstou-se que a exposi¢cado neonatal de leitoas a compostos
estrogénicos esta associado com menores taxas de gestacdes bem
sucedidas na maturidade (Tarleton., 2001). Para a producédo de bovinos,
eventos como erros de tratamentos veterinarios nos quais haja a
introducé@o de hormoénios estrogénicos em novilhas em periodo néo
estipulado em protocolos de fertilidade ou casos semelhantes de
confus@es de tratamentos hormonais, exposi¢cédo do bovino a

xenoestrogenos, compostos também encontrados em algumas



27

moléculas de herbicidas, podem ser linhas de pesquisa a serem
desenvolvidas inspiradas nas conclusées do modelo experimental deste

estudo com suinos.

Em estudos com ovinos, ruminantes cujos modelos cientificos
aproximam-se mais dos bovinos, experimentos quanto ao efeito da
hipernutricdo de ovelhas em periodos de 50 dias pré-concepcionais até
uma semana pds-concepg¢do, bem como nos periodos finais da
gestacdo, demonstraram que a progénie F1 apresentava maiores
indices de gordura visceral e maior tendéncia a alimentar-se em
excesso, isto apenas em fémeas, indicando uma influéncia epigenética
exclusiva ao sexo feminino (Zhang et al., 2011). Este estudo pode
indicar-nos cuidados especiais com a nutricdo de gestantes,
especialmente primiparas, que ndo estando lactantes podem ter uma

suceptibilidade maior aos efeitos da hipernutricéo.

Estudos com rebanhos avicolas demonstraram uma forte correlagéo
entre a metilacdo de genes da glandula timo do sistema imunolégico
com resisténcia a doenca viral de Marek, cujos produtos séo linfomas e
inflamacdes de nervos. Estes genes quando pouco metilados, como
observado em uma cultura celular apés a introducéo de inibidores de
metilacdo, apresentam capacidade de retardar os efeitos da infeccéo
viral, mostrando assim uma potencialidade de interven¢do médica
epigenética para terapias de doencas contagiosas (Luo et al., 2011). A
partir deste estudo, podemos especular que manejos nutricionais a
bovinos que disponham mais ou menos grupos metil na dieta podem ter
efeito benéfico em terapias preventivas de doencas do gado, tal como
febre aftosa ou infecgdes virais
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Tabela 1. Traducéo parcial da secao de artigos de bovinos relevantes dispostos

em tabela “Epigenética ambiental e herangas epigenéticas em animais
domésticos” (Skiller et al,. 2020)

Bovinos

Contexto

Referéncia

Ambiental pré-natal impactam
bezerra e sua producéo de

leite”

Mudancas epigenéticas na
progénie em resposta ao

ambiente

(Engmann, 2019)

Embries produzidos in vitro
e clonados: Efeitos na

gestacdo, parto e progénie

Mudancas epigenéticas através
de tecnologias de reproducéo

assistida

(Kruip e den Daas, 1997)

Caracteristicas pés-natal em
bezerros obtidos por
transferéncia nuclear de

célula somética

Mudancas epigenéticas através
de tecnologias de reproducéo

assistida

(Garry et al., 1996)

Efeito de lactacdo materna
durante gestacgao

Influéncia ambiental da
lactagdo relacionado a heranga

epigenética

(Gonzalez-Recio et al., 2012)

Eventos de metilagdo do DNA
relacionados com a
supressédo do gene da
proteina do leite durante a
involucéo da glandula

mamaria

Regulacéo epigenética
ambiental da lactacéo

(Singh et al., 2009)

Conservacédo de metilacdo
durante reprogramacao
epigenética de mamiferos:
eventos aberrantes em

embrides clonados

Mudancas epigenéticas através
de tecnologias de reproducao

assistida

(Dean et al., 2001)

Re-metilacdo do DNA no
entorno de intensificadores
de STAT5 no promotor de
alfa-S1-caseina e seu
silenciamento esta associado
ainfeccbes agudas de

mastite

Regulagédo ambiental

epigenética da lactagao

(Vanselow et al., 2006)

Perfil transcriptdmico de
mastite induzida por
Streptococcus uberis revela
diferencas na expresséo
génica entre células

mamarias e em cultura celular

Regulagédo ambiental

epigenética da lactacao

(Swanson et al., 2009)




29

Em “In utero heat stress decreases calf survival and performance
through the first lactation” (Estresse térmico intrauterino diminui a
sobrevivéncia de bezerros e performance através da primeira lactagéo)
demonstra-se que bezerros nascidos de vacas expostas a temperaturas
elevadas durante as ultimas seis semanas da gravidez hascem com
menor peso corporal e sistema imunolégico comprometido quando
comparados aos do tratamento controle em condic¢des resfriadas.
Conduzidas em parcelas de ambiente controlado ou exposto ao verao
da Florida, EUA, e tendo seus bezerros submetidos aos mesmos
protocolos de nutricdo de colostro, os dados comprovam de maneira
significante a premissa.

De maneira semelhante o estudo “Heat stress responses in
spermatozoa: Mechanisms and consequences for cattle Fertility”
(Rahman et al., 2018) (Resposta de estresse térmico em
espermatozoéides e consequéncias para a fertilidade bovina) uma revisao
afirma que mesmo desconhecendo qual parte da espermatogénese &
mais susceptivel a temperaturas elevadas para os 6rgaos escrotais,
muitos dados endossam que a qualidade esperméatica determinada pela
motilidade, tamanho estrutural, integridade e longevidade é
significativamente reduzida pelas condicbes ambientais estressantes
gue desencadeiam disrupcdes das marcas epigenéticas normais.
Quanto a implicacdes de fertilidade em descendentes, corrobora a
sensibilidade dos processos de diferenciagéo fetal o estudo “Maternal
undernutrition in cows impairs ovarian and cardiovascular systems in
their offspring” (Mossa et al., 2013) ( Subnutricdo pré-natal e gestacional
em vacas prejudica desenvolvimento do ovario e cardiovascular em
descendentes) no qual vacas taurinas prenhas de bezerras submetidas
a subnutricdo no primeiro trimestre da gestacdo parem suas crias com
uma contagem de foliculos antrais reduzida, que consequentemente
gera um menor niumero de 6vulos produzidos, mesmo sendo
observados com padrdes de viabilidade e qualidade normais, e maior
presséao arterial quando comparadas as crias fruto de condicbes
normais. Sendo iguais as bezerras no fenotipo exterior, dimensdes

equiparaveis e comportamentos iguais, a explicacdo de que as
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alteracdes epigenéticas causadas pela subnutricdo em periodos de
diferenciacao fetal justificam-se por diferencas em padrbes de metilagéo
encontrados nos genes destas dos tecidos analisados.

Ja neste estudo "Epigenetic disorders and altered gene expression after
use of assisted reproductive technologies in domestic cattle." (Urrego et
al., 2014) (Desordens epigenéticas e expressao génica alterada apoés o
uso de tecnologias reprodutivas em gado domeéstico), uma revisao
bibliografica, foram analisadas informacdes sobre tais alteracdes,
trazendo resultados conclusivos para métodos de clonagem como
Transferéncia Nuclear de Célula Somatica, cuja viabiliade embrionaria é
muito comprometida por marcas epigenéticas aberrantes, e suposi¢cdes
relevantes para métodos de superovulagcdo, maturacao in vitro de
o0citos e manipulacéo de esperma, que mesmo promovendo a
reproducao dos gametas, traz consigo altera¢cdes no epigenoma,
principalmente no perfil de metilagéo, que possivelmente tem impactos
no desenvolvimento do individuo.

No estudo de revisdo bibliografica “Epigenetics: a possible role in acute
and transgenerational regulation of dairy cow milk production” (Singh et
al., 2011), os mecanismos epigenéticos estudados relativos a funcéo
das células do tecido epitelial mamario demonstram que a regulacdo dos
genes de expressao das proteinas do leite é variavel de acordo com a
condicéo fisiologica e sanitaria da vaca, tendo seus maiores niveis de
metilacdo durante infec¢cdes de mastite ou pelo natural decréscimo do
periodo de lactacdo. Outros fatores ambientais importantes citados na
obra sdo: niveis nutricionais, fotoperiodo, estresse térmico, quadro
hormonal, em especial os fatores autdcrinos e paracrinos do tecido
mamario, patologias e préaticas de manejo estimulantes, como a
ordenha. Andlises cromossémicas por microarrays em tecidos mamarios
de roedores e bovinos demonstraram varios caminhos de sinalizacao
celular reguladores dos inicios e términos de periodos lactantes ou

SecCos.
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7 — ENTREVISTA COM PROFISSIONAIS

A entrevista realizada com produtores pecuarios, engenheiros agronomos e
médicos veterinarios sobre correlacdes epigenéticas com fendtipos e
desenvolvimentos do bovino, empiricamente ou cientificamente percebidos, foi
baseada na revisao bibliografica anteriormente descrita. Cada questéo traz um
raciocinio relacionado ao estudo epigenético demonstrado em artigos ja

realizados ou em suposi¢cdes ainda ndo avaliadas cientificamente.

Este formulario pode ser acessado online pelo link:
https://forms.gle/mAYYBhyRwgQwqy636

Pelo periodo de um més esta entrevista foi divulgada em redes sociais, féruns
de pecuaria e contatos individuais de profissionais de interesse contabilizando
15 respostas individuais. Assim, das respostas obtidas, ha discussdes e
conclusdes a serem feitas, principalmente quanto a fundamentacéo teérica das
perguntas e suas consequéncias préaticas. Conclusivamente, através desta
experiéncia de entrevista individual direcionada, percebi um grande potencial
de obter resultados reveladores sobre questbes praticas da pecuaria,
especialmente se a conducado desta entrevista for transmitida por insituicées ou
empresas de grande notoriedade e estiver correlacionada com um banco de

dados de indices zootécnicos.

Assim, transcrevo o contetdo desta entrevista direcionada em seis secoes,

embasamento cientifico e resultados pertinentes:
- Secédo 1: Introducéao

As novas informacfes que o estudo epigenético revelou podem contribuir
significantemente para programas de melhoramento genético animal e o

entendimento de acontecimentos relacionados as linhagens selecionadas.

O presente questionario procura saber a percepc¢éo dos entrevistados sobre o
assunto, possiveis observacgdes, experiéncias, o interesse cientifico e o

econdmico relacionado.
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(Direcionado a centros de reproducao de bovinos, médicos veterinarios,

pecuaristas, professores e pesquisadores da area e assuntos relacionados.)
Caso queira mais informag@es bésicas do assunto, acesse aqui:

https://developingchild.harvard.edu/translation/o-que-e-epigenetica/ ”

- Secao 2:
Fatores Epigenéticos

A reproducdo, a gestacdo, o nascimento do bezerro e a cria sS40 momentos
determinantes para a composicao epigenética, que geralmente conserva-se
durante toda a vida do ser vivo, podendo até ser passada para sua
descendéncia. Dentre os fatores abaixo, responda quais, segundo suas
experiéncias, parecem 0s mais impactantes, tanto de forma positiva quanto

negativa, em uma escala de 0 a 10:

- Qualidade da alimentacdo da vaca na pré-concepcao

n

11 (73.3%)

(=]

(L]

- - 1(6,7%) 1 (6, 7%) 1 (6, 7%) 1 (6, 7%) -
0 (0%) 0 (0% 0 (0% 0 (0%) 0 (0%)

o]
i8]
o

2 ] 4 5 =] v

2 1 (6, 7%) 1 (6, 7%) 1 (6, 7%) 1 (8, 7%)
O (0% ) O (0%}

- Uma gestacao com nutricdo adequada


https://developingchild.harvard.edu/translation/o-que-e-epigenetica/
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o (n:lr%:u o (EII%] =} (EII%ZI =] (Ell-%:l

1 =z 3 4

A2 S50 )

1 1 1
(6. 7%) (6. 7%) (6. 7%) D (0%)
1

- Uma nutricdo balanceada e abundante no inicio do desenvolvimento do

bezerro

2 1 (6. 7%) (20%) 1 (6. T%)
O (0%5) — o (EII-%] o (l:ll-%J o (EII-%J

1 p=d 3 4 =3 (=] 7 a

- Interag&o social saudavel da vaca gestante com o rebanho
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- Interacao social saudavel do bezerro com a vaca

o

]

1 (6,79

E] Z(13.3%)
(209
O (0% O (0% O (0% O (0% O (0%

2 3 < 5 L= r

Q

]
0

Interpretacao dos dados:

Ha uma percepcepcéo sélida dentre os entrevistados sobre a importancia de
manejos nutricionais e sanitarios do touro e da vaca desde periodos pré-
concepcionais, 0 que relaciona-se com as observacoes feitas pelos estudos
epigenéticos previamente citados, porém questdes com interacdes sociais ndo
sao totalmente consideradas relevantes, fator que mostra a importancia de

conduzir pesquisas nesta area.
Secdao 3: Tecnologias de reproducéo assistida

A eficiéncia das tecnologias de reproducdo assistida € limitada por eventos
alteracdes das marcacdes epigenéticas decorrentes do ambiente artificial e dos
estresses durante intervencao dos instrumentos humanos. Para a superar ou

corrigir estes limitantes, com vocé considera as alternativas a seguir:

- Criar ambientes de cultura para as células reprodutivas capazes de gerar
marcacdes epigenéticas semelhantes aquelas que ocorrem naturalmente,

valendo-se do uso de substancias quimicas.

@ Sim
@ Nio

. Talvez

- Uso minimo de intervencdes nos 6rgaos reprodutivos do animal.

1 (6,79
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® Sim
@ Nio
Talvez

- N&o ha a necessidade. Basta realizar os procedimentos de reproducéo
assistidas tantas vezes quanto necessario até o sucesso do embrido pois o

rendimento € compensatorio.

@ Sim
@ Nio
Talvez

Interpretacédo dos dados:

Ha uma postura de prudéncia quanto ao uso das tecnologias de reproducao
assistida na visao dos entrevistados, muito correlata com o comportamento de
produtores pecudrios brasileiros no geral. Esta postura pode ser benéfica em
termos agronémicos pois constroe uma percepcao de que o0 uso tecnolégico
em si somente ndo é o determinante para o sucesso do rebanho mas deve

acompanhar boa qualidade dos niveis mais basicos da producao pecuéaria.
- Secéo 4: Protocolos Hormonais

A modulacao hormonal de vacas foi um grande avanco no aumento das taxas
reprodutivas dos rebanhos, possibilitando maior fertilidade e periodos entre os
partos mais curtos. O uso dos hormoénios sintéticos altera a expressao
fisiologica das glandulas de forma majoritariamente temporaria, operando

sobretudo em seus receptores especializados.
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Durante sua experiéncia com modulacdo hormonal de vacas para inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF), foi alguma vez observado o aumento da
necessidade das doses aplicadas ao longo das gestagdes da vaca ou nos
protocolos utilizados nas filhas destas? Ou entdo ocorreu uma resposta mais

branda ao uso dos hormoénios?

@ Sim. Observel necessidade de aumento
nas doses hormonias.

@ Sim. Observel menor resposta
fisioldgica ao uso de hormanios.

Sim. Ambos 05 casos.
@ M3o. Os protocolos continuam precisos.

@ Talvez. Isso necessita ser precisamente
aferido.

Interpretacédo dos dados:

Sabendo que o uso de horménios sintéticos em mamiferos pode diminuir a
sensibilidade dos diversos receptores especificos e promover alteracdes nos
sistemas de sinalizacdo de producdo hormonal, a suposi¢éo cientifica desta
qguestao do formulario intentava reconhecer alguma percepc¢éo dos
entrevistados sobre o0 uso continuo dos moduladores da reproducao de vacas.
A hip6tese epigenética proposta era a de que a injecdo dos protocolos
hormonais poderia diminuir a sensibilidade fisiologica da vaca aos horméninos,
demandando assim maiores quantidades dos farmacos durante a vida da
fémea bovina e de suas descendentes, afetadas entdo por um efeito

epigenético transgeneracional e possivelmente relativo a linhagem materna.
- Secédo 5: Fatores Ambientais

Eventos ambientais estressantes tem a capacidade de alterar o padrao
epigenético do ser vivo. Exemplo disso foi a fome holandesa ocorrida no final
da Segunda Guerra Mundial, na qual foi evidenciado como a desnutricdo da
geracdo deste periodo desencadeou alterages epigenéticas reguladoras da
expressao de genes do metabolismo da insulina e lipogénese, contribuindo,

assim, para desordens metabdlicas na descendéncia, como a obesidade.
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Estudos de epigenética em ratos demonstraram que 0 convivio materno para o
filhote capacita-o tornar-se mais resiliente a estresses ambientais. Vocé pensa,
empiricamente ou cientificamente, que um bezerro ou bezerra que tenha
convivido mais tempo com a mae tem uma maior capacidade de processar 0s

estresses ambientais e ser mais produtivo?

& Sim
& MNao
Talvez

Interpretacédo dos dados:

A percepcao de um ambiente social enriguecido pela presenca materna € algo
favoravel na viséo dos entrevistados. Considerando as dindmicas dos
rebanhos, principalmente na pecuaria de alta produtividade, nos quais o
convivio vaca e filhote nem sempre é grandemente favorecido, uma pesquisa
gue determine-se a influéncia deste periodo pds-natal no desenvolvimento da
vida do bezerro(a) e possivelmente nos descendentes destes tem impacto no
desenvolvimento bovino, indices econdémicos poderiam ser gerados e novas

propostas de manejo de rebanho feitas.
- Secédo 6: Potencial econémico

A compreensdo desta nova area da genética abre novas possibilidades de
intervengfes. Exemplo disso sédo ramos da industria farmacéutica que ja
confeccionam drogas de impacto epigenético, utilizadas principalmente para o
tratamento de canceres do sangue, promovendo alteracdes gerais de padroes
de metilacdo aberrante, porém, sabe-se que o uso destes tratamentos ainda &
restrito e incerto. Portanto, mais esfor¢cos nesta area Sdo necessarios para o

surgimento de produtos e tratamentos epigenéticos.
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Considerando que as atuais linhagens de melhoramento genético animal ja
estdo proximas de terem o potencial genético amplamente explorado para a
producdo pecudria, substancias ou tratamentos ambientais que gerem
marcacdes epigenéticas favoraveis para a expressao génica desejada podem
ser uma nova fronteira para o aumento de produtividade. Vocé teria o interesse

de usar estas futuras tecnologias em seu rebanho?

® sim.
@ Nio.
Necessito mais informagio.

Interpretacédo dos dados:

A recepcdao de tecnologias benéficas sempre € desejada e diante da novidade
da area epigenética gera-se também uma curiosidade adicional. Cabe agora
aos cientistas desenvolvedores de tecnologias trazer solucdes para setores da
sociedade, como intervencdes benéficas na producdo pecuaria e a reproducéo
assistida.

Caso seja criado um aplicativo sobre manejo de ruminantes que relaciona as
racas utilizadas com um perfil nutricional especifico, condicdes ambientais
favoraveis e disposicao social do rebanho tendo como fundamento cientifico

estudos sobre epigenética, vocé teria o interesse de compra-lo?

® Sim
@ Nio
Talvez

Interpretacao dos dados:
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A pergunta sobre esta possibilidade de negocio recebeu uma tendéncia neutra
e positiva demonstrando que diante de uma area cientifica recentemente
comprovada produtos resultantes desta descoberta deverédo dialogar com as

duvidas e demandas dos interessados para provar-se no mercado.

8 -CONCLUSOES

A epigenética é determinante para a expressao génica dos seres vivos e 0
conhecimento dos fatores que alteram seus padrfes possibilitam melhores
manejos reprodutivos para a obtencéo de individuos de fendtipos superiores
para a producdo pecuaria. Atentar, portanto, para a natureza evolutiva de cada
espécie e raca e as demandas ambientais que cada qual exige para suas
melhores expressdes € necessario para o melhor estabelecimento do rebanho.
Os estudos citados corroboram conhecimentos gerais da pecudria, por vezes
negligenciados fazendas afora, sugerem que suposi¢cdes minuciosas sobre
alteracdes génicas ocasionadas por produtos quimicos, hormonios e
biotecnologias podem ser corroboradas ou desmotivadas por analises sérias
de marcacdes epigenéticas, e podem ser, assim, o inicio de uma nova fronteira
de desenvolvimento farmacos e métodos veterinarios capazes de promover
mudancas desejaveis na traducéo proteica.

Espera-se que a epigenética traga respostas a questionamentos sobre
manejos nutricionais 6timos a cada linhagem bovino, de acordo com sua
composicao racial, o potencial terapéutico do uso de dietas especificas,
métodos de disposicdo do rebanho com convivio social enriquecido, criacdo de
métodos e substancias que tornem a reproducdo assistidas mais estavel e
produtiva, respostas a compostos quimicos utilizados pelo homem na
conducao da forragem e lavouras que nutrem os bovinos e consequéncias a
longo prazo e intergeneracionais do uso de hormdnios indutores de prenhez ou

anabdlicos para touros.
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