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Resumo

A epigenética consiste no estudo de mudancas na funcdo génica que ndo dependem de mudancgas na
estrutura primaria do DNA e que podem ser hereditarias. As mudangas epigenéticas desempenham um
importante papel no processo de diferenciagcdo celular, permitindo que as células mantenham caracteristicas
estaveis diferentes, apesar de conterem o mesmo material genético. As histonas possuem uma importante funcio
na estrutura do DNA, e alteragdes bioquimicas em sua cauda aminoterminal, alteram a estrutura da cromatina e
suas fungdes. Dessa forma s3o fundamentais para o controle da expressdo génica, ativacdo do genoma
embriondrio, metilagdo do DNA e inativagdo do cromossomo X. O desenvolvimento oocitario e embrionario
envolvem uma série de modifica¢des epigenéticas importantes, incluindo as modificagdes pos-traducionais das
histonas, que sdo imprescindiveis para o desenvolvimento normal do embrido. O melhor entendimento a respeito
do epigenoma e sua influéncia sobre a oogénese ¢ embriogénese podem permitir a otimizagao das biotecnologias
da reproducdo.
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Abstract

Epigenetic is the study of changes in genetic function which do not depend on change in the primary
structure of DNA, and can be heritable. Epigenetic changes play an important role in cellular differentiation
process, allowing the cells to keep different stable characteristics, though they contain the same genomic
material. Histones are not only structural proteins, but are also critical to the control of gene expression,
embryonic genome activation, DNA methylation and inactivation of the X chromosome. The histones have an
important function in the structure of the DNA, consequently histone methylation can alter its structure and its
functions. The oocyte and embryo development involve several important epigenetic modifications, including
post-translation modifications of histones, which are essential for normal development of the embryo. The best
understanding of the epigenome and its influence on oogenesis and embryogenesis may allow the optimization of
reproduction biotechnologies.
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Introducao

O nucleossomo ¢ a unidade fundamental da cromatina, o qual é composto de 147 pares de base de DNA
super-helicoidal, enrolado em 1,75 voltas em torno de um octamero composto por duas moléculas de quatro
diferentes proteinas histonas (H2A, H2B, H3 e H4) (Kronberg et al., 1999; Mellor, 2006).

Ha diferentes mecanismos que podem modular a cromatina ¢ consequentemente a fungéo génica, tais
como: metilagdo do DNA, modifica¢des covalentes nas histonas e fatores remodeladores da cromatina.

A metilacdo do DNA consiste na adigdo de um radical metil a base citosina na fita de DNA, fato que
geralmente promove a repressdo da transcri¢do (Bird, 2007).

A regulacdo da transcrigdo também pode ser realizada por meio de modificagdes nas regides amino
terminais das histonas, tais como metilacdo, fosforilagdo, acetilagdo e ubiquitinizagdo (Mellor, 2006; Strahl e
Allis, 2000). Essas modificacdes pods-traducionais das histonas, que estdo relacionadas a alteracdes na
conformagdo da cromatina, formam uma verdadeira linguagem molecular, conhecida como “Codigo das
Histonas” (Ferreira e Franco, 2012).

A metilacdo do DNA ¢ a mais bem estabelecida marca epigenética envolvida na determinacdo da
expressdo alelo-especifica dos genes imprinted (Weaver et al, 2004) e sua relagdo com a reproducio foi revisada
por Ferreira e Franco (2012).

As proteinas histonas desempenham papéis importantes na estrutura da cromatina (Huang et al., 2007).
As metilagdes dessas proteinas sdo consideradas marcas epigenéticas, as quais sdo caracterizadas pela ligagdo de
um, dois ou trés radicais metil a cauda amino terminal da histona. Essas marcas podem ter significado biologico
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diferente (Bottomley, 2004), e estdo associadas a uma maior compactagdo dos nucleossomos, a heterocromatina,
ou a sua menor compactacao, eucromatina. Quando as alteracdes pos-traducionais das histonas favorecem a uma
maior compactacdo da cromatina, deixam inacessiveis os sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo. Dessa
forma, os genes sdo geralmente silenciados na heterocromatina e ativos na eucromatina (Mellor, 2006; Mistelli,
2007).

Considerando o impacto que as modificagdes epigenéticas podem exercer sobre a gametogénese ¢ a
embriogénese, o melhor entendimento dessa ciéncia pode nos auxiliar na busca da melhor eficiéncia das
biotecnologias da reprodugdo de mamiferos.

O objetivo dessa revisdo ¢ descrever o perfil da metilacdo de histonas em odcitos e embrides de
mamiferos.

Metilacao de histonas

A metilacdo covalente das histonas ocorre nos residuos de arginina e lisina. Residuos de lisina podem
estar mono, di ou trimetilados, enquanto os de arginina podem estar monometilados (Bottomley, 2004). As duas
modifica¢des da H3 mais associadas com metilagdo do DNA sdo a metilagdo da lisina 4 ¢ a da lisina 9 (H3K4me
e H3K9me). Estes dois sitios de modificagdes da histona parecem desempenhar papéis importantes no
desenvolvimento e na diferenciacdo celular em mamiferos. Especificamente, a metilagdo do DNA esta associada
com a auséncia de metilagdo da H3K4 e a presenca de metilagdo na H3K9 (Eissenberg et al., 2010).

Em geral, a metilagdio de H3K9, H3K27 ¢ H4K20, sdo associadas a condensagdo da cromatina e
repressdo da transcri¢do, enquanto a metilagdo de H3K4, H3K36 e H3K79, sdo correlacionadas com a
descondensacdo e o estimulo da transcrigdo (Ciccone e Chen, 2009). As regides da cromatina ativamente
transcritas sdo ricas em H3K4 mono-, di- ou trimetilada ¢ em H3K36 trimetilada, sendo a distribui¢do destas
marcas ao longo das regides dos genes transcritos, desigual, com a extremidade 5’destes, enriquecida em H3K4
trimetilada, enquanto a extremidade 3’ ¢ rica em H3K36 metilada (Jeppesen e Tuner, 1993).

As modificagdes covalentes nas histonas sdo mediadas por enzimas e consistem na adi¢do ou remogao
de grupos quimicos (Waggoner, 2007; Weidman et al., 2007) capazes de interferir na coesdo do DNA com as
histonas, basicamente por modificagcdes de cargas elétricas (Seneda e Bordignon, 2007).

Histonas acetiltransferases (HATSs) e histonas metiltransferases (HMTs) adicionam grupos acetil e
metil, respectivamente. Ja as histonas desacetilases (HDACs) e as histonas desmetilases (HDMs) atuam
removendo esses grupos (Shi, 2007; Haberland et al., 2009). Apesar de nao ser foco dessa revisdo, € importante
enfatizar que acetilagdo de histonas ¢ uma marca epigenética associada a permissdo da transcrigdo, e portanto
participa ativamente na regulagdo da transcrigao génica (Costa e Pacheco, 2013).

Existem fortes evidéncias de que as modificagcdes de histonas sdo herdadas durante as divisdes
celulares, porém essa transmissdo ¢ muito mais complexa que a vista para a metilagdo do DNA, principalmente
devido a replicagdo independente das moléculas de histonas. Ja foi demonstrado que grupos proteicos
importantes para a transmissdo de estados de cromatina silenciada (grupo Polycomb) ou ativa (grupo Trithorax),
durante o desenvolvimento embriondrio, podem estar relacionados com a manuten¢do das modificagdes em
H3K27 e H3K4. Porém pouco se sabe sobre os mecanismos de heranca das modificagdes de histonas
(Schuettengruber et al., 2007; Kim et al., 2009).

A literatura sugere trés modelos da interdependéncia entre a metilacdo das histonas e a metilacdo do
DNA. O primeiro modelo relata que as DNA metil transferases (DNMTs) ao metilarem o DNA, recrutam
proteinas ligantes a metil-CpG, e logo as histonas sdo desacetiladas por enzimas histonas desacetilases (HDAC),
e podem ser metiladas por histonas metiltransferases (HTM). O segundo modelo sugere que a metilagdo das
histonas (metilagdo na lisina 9 da histona H3) ligadas a proteinas de heterocromatina podem recrutar DNMTs e
metilar o DNA (Jackson et al., 2002; Bannister ¢ Kouzarides, 2011). O terceiro modelo sugere que as proteinas
remodeladoras de cromatina dependentes de ATP e da atividade de DNA helicase aumentem o acesso da
estrutura do nucleossomo e facilitem a metilagdo do DNA e as modificagdes das histonas por agdo das DNMTs,
HDACs e HTMs (Li, 2002; Allis et al., 2007).

Metilagcao das histonas em o6citos de mamiferos

Durante a oogénese 0s o6citos aumentam significativamente de volume, passando de aproximadamente
20 pm de dimet ro no foliculo primordial para 12(m no folculo pré -ovulatorio (Salha et al., 1998), esse
crescimento esta associado a um intenso acumulo de macromoléculas, como RNAs e proteinas, essenciais para
que o odcito possa adquirir competéncia (Crozet, 1989, Fair et al., 2007) ¢ para estabelecer uma reserva de
componentes maternais necessarios para o desenvolvimento embrionario precoce (Andreu-Vieyra et al, 2010).
Nesse sentido, a transcricdo génica especifica para a demanda de cada etapa de desenvolvimento do odcito é
essencial.

Desde o nascimento até o momento em que o oocito de uma fémea pubere ¢ submetido ao pico pré-
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ovulatério de LH, este permanece estacionado em diploteno da profase I (VG) e € caracterizado por apresentar
cromatina de aspecto difuso e um padrio relativamente constante de expressdo génica (Brown, 1999). Como
apenas 0,01% dos odcitos chegam a ovulacdo durante a vida 1til de mamiferos e portanto sofrem a maturacdo
final apo6s o pico de LH, a grande maioria dos odcitos da fémea permanecem a vida toda nesse estadio de
desenvolvimento meiotico (Griffiths, 1998).

Fair et al. (2007) relataram que genes de efeito materno sdo de extrema importincia para a precisa
coordenagdo de processos que ocorrem durante as primeiras divisdes celulares do embrido. Como exemplo cita-
se o gene MATER, cujo nocaute em camundongos inviabilizou o desenvolvimento embriondrio a partir de 2
células, periodo de ativacdo do genoma embrionario nessa espécie mamifera (Tong et al., 2000). Corroborando
com esse fato, a metilagdo da H3K4 e a acetilacdo global de histonas, relacionadas a permissdo da transcri¢ao,
sdo encontradas em grande quantidade nas fases iniciais da oogénese bovina (Fig. 1). Confirmando a sugestdo de
Schultz (2002) de que as modificacdes epigenéticas estdo associadas com a aquisi¢do de competéncia para o
desenvolvimento do odcito.

O desenvolvimento do odcito VG até a metafase 11 (MII), periodo denominado matura¢do oocitdria
final, € caracterizado pela capacidade de reinicio da divisdo meidtica, de garantir a fecundagio monoespermatica,
de descondensar a cabega do espermatozdide, de transpor a transi¢do materno-zigética (MZT) e prosseguir o seu
desenvolvimento (Coticchio et al., 2004). No periodo pré-ovulatorio, a transcrigdo dos o6citos MII praticamente
cessa (Wrenzycki et al., 2007), fendmeno acompanhado por alteragdo das MPT's (De La Fuente et al., 2004;
Bouniol-Baly et al., 1999), como a metilagdo da H3K9 (Chen et al., 2016) ¢ uma queda consideravel no grau de
metilagdo da H3K4 e acetilag@o de histonas (Fig. 1).

As alteracdes citadas acima sdo acompanhadas por alteragdo da configuracdo da cromatina ao longo da
oogénese. Ja foi descrito que quando o complexo de DNA esté altamente condensado e concentrado ao redor do
nucléolo (configuragdo SN), ha geralmente o silenciamento da transcrigdo. Ao passo que quando a cromatina
estd menos condensada e distante do nucléolo (configuragdo NSN), a transcrigdo ¢ ativada. Inicialmente, todos
os odcitos tém a configuragdo de tipo NSN (Mattson e Albertini 1990; Debey et al., 1993) e a alteragdo da
configuracdo altera de acordo com o crescimento dos odcitos (Wickramasinghe et al., 1991; Debey et al., 1993;
Zuccotti et al., 1995).

H3K4me H3F%me == == Hac
VG VG
\
\
A
— \
— hd —
Maseimento Puberdade Odcito rmaturo Odeito maduro Fecundagio 2 eelulas
Transctigd o reserva para o Ativacio doGenoma

desenvolvitm ento inicial do embrifio

Figura 1. Representacdo esquematica da metilagdo global da H3K4 e H3K9, e acetilagdo global de histonas em
odbcitos e embrides bovinos de diferentes fases de desenvolvimento (Adaptado de Chen et al., 2016; Gaspar et al.,
2015; Heras et al., 2016; Kang et al., 2002; Lepikhov et al., 2008; Maalouf et al., 2008; Maldonado et al., 2015;
Racedo et al., 2009; Ross et al., 2008).

No periodo de maturacdo oocitaria os mRNA maternos e as proteinas sdo direcionados para os
processos que culminardo com a finalizagdo da maturagdo, fertilizagdo e clivagens iniciais até a ativagdo do
genoma embrionario (Wrenzycki et al., 2007). Acredita-se que a queda acentuada da transcri¢do em odcitos de
MII até o momento da fecundacdo (Fig. 1) seja necessaria para que a meiose seja reiniciada e finalizada apds a
fecundagdo. O silenciamento da transcri¢do ocorre paralelamente a condensagdo da cromatina em larga escala e
o seu rearranjo ao redor do nucléolo (De La Fuente et al., 2004; Bouniol-Baly et al., 1999). Em bovinos foi
observado um processo de remodelamento gradual da cromatina em odcitos VG. Analise do transcriptoma
permitiu identificar uma modulac¢do dindmica do conteudo de mRNA, de modo que & medida que aumentava a
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compactagdo da cromatina, ocorria reducdo do numero de transcritos. Muitos transcritos acumulados nesse
periodo codificaram histonas. Acredita-se que presenca constante de SBPL2 no periodo de menor transcricao
(maior compactacdo da cromatina), ¢ necessaria para protecdo dos mRNAs de histonas de passarem por
translagdo precoce ou degradagdo, permitindo assim sua utilizagdo quando necessario durante as primeiras
divisdes embrionarias (Labrecque et al., 2015).

Murata et al. (2010) injetaram nucleo de células somaticas em oocitos em fase de VG com o objetivo de
avaliar a reprogramacgdo nuclear. Algumas modificagdes, como o aumento da fosforilagdo ¢ a redugdo da
acetilag@o de histonas, demonstraram estar relacionadas com caracteristicas de ativagdo geral da transcrigdo de
odcitos em VG.

Esta claro que a mudanga na estrutura da cromatina desempenha um papel essencial na alteragdo da
expressdo génica durante o crescimento do odcito e parece estar envolvida na remodelagdo do genoma global, no
entanto o controle das modificagdes epigenéticas nessa fase ainda precisa ser melhor elucidado (Kageyama et al.,
2007).

Metilacao das histonas em embridoes de mamiferos

Durante todo o desenvolvimento pré-implantacional de embrides bovinos produzidos in vivo observa-se
expressdo génica (Jiang et al., 2014), o que indica que em nenhum momento ocorre um silenciamento global da
transcri¢do, como acreditava-se anteriormente (Kageyama et al., 2007). Foi demonstrado, no entanto, que alguns
momentos do desenvolvimento embrionario se destacam pelo nimero de genes transcritos identificados por
RNA-Seq, momentos caracterizados em 4 ondas de mudancas transcricionais, assim caracterizadas: até a fase de
duas células, os genes expressos (166 down-regulated + 158 up-regulated) foram correlacionados com a
degradagdo do RNA materno; entre 4 ¢ 8 células, o grande nimero de genes expressos (1086 down-regulated +
945 up-regulated ) foi correlacionado com a ativagdo do genoma do zigoto (AGZ); entre 16 células e morula
inicial, os genes expressos (325 down-regulated + 88 up-regulated) foram correlacionados com o fendmeno de
compactacao dos blastomeros e entre morula compacta e blastocisto, os genes expressos (354 down-regulated +
475 up-regulated) foram correlacionados com a blastulacdo, ou seja, a diferenciacdo dos blastomeros em
embrioblasto e trafoblasto (Jiang et al., 2014). A forma dindmica em que os genes sdo expressos durante o
desenvolvimento embrionario, ¢ controlada por modificacdes epigenéticas importantes, porém ainda pouco
conhecidas. Sabe-se no entanto, que o remodelamento das histonas ¢ imprescindivel para o desenvolvimento
normal do embrido.

O genoma materno e paterno de zigotos de camundongo exibe distribui¢des assimétricas das formas di e
tri-metiladas de H3K9, H3K4, H3K27 ¢ H3K20 (Andreu-Vieyra et al, 2010). Alguns autores sugerem que antes
da ativagdo do genoma ndo existe transcri¢do, sendo a mesma bloqueada pelas metilagdes na histona 3 em
diferentes lisinas (K9, K27, K20) (Eissenberg et al., 2010). Por outro lado, a presenca de metilacdes na H3K4 ja
indicava a possibilidade de transcri¢do basal nessa fase (Andreu-Vieyra et al, 2010).

Ja foi demonstrada uma intima associagdo da metilacdo do DNA ¢ a metilagdo da H3K9 em embrides
bovinos produzidos in vitro (PIVE), marcas essas relacionadas ao potencial de desenvolvimento do embrido
clone (Santos et al., 2003). Em embrides PIVE a H3K9me reduziu entre os estddios embrionarios de 2 e 4
células e uma metilacdo de novo foi observada no estddio de 8 células (Fig. 1). No estaddio de blastocisto foi
identificada maior metilagdo de H3K9 e DNA nas células da massa celular interna ¢ menor metilacdo das
mesmas no trofoblasto (Santos et al., 2003).

Uma queda acentuada da metilagio da H3K4 no estddio de 8 células combinado com a subida nos
proximos estagios de desenvolvimento (Fig. 1), pode estar relacionada com a ativa¢do do genoma do zigoto
(AGZ), que ocorre precocemente nos mamiferos (Schultz, 2002). Existem relatos de que AGZ ocorra entre o
desenvolvimento embrionario de 1 a 2 células em camundongos (Schultz, 2002) e entre 4 a 8§ em humanos
(Niakan e Eggan, 2013). Em bovinos, por muito tempo foi aceita a afirmacéo de que AGZ ocorreria entre 8 a 16
células (Memili e First, 2000; Maalouf et al., 2008). No entanto, estudos mais recentes demonstraram que AGZ
ocorre entre 4 a 8 células em embrides produzidos in vivo e in vitro (Jiang et al, 2014; Grafet al, 2014).

A finalizagdo da AGZ ¢ essencial para que cada blastomero assuma sua caracteristica de totipoténcia,
perfil indispensavel para continuacdo do desenvolvimento do embrido, em especial da organogénese (Bultman et
al., 2006). A partir de oito células foi observado um aumento linear no sinal da metilacdo da H3K4 e queda
linear da metilagdo da H3K9, sendo este fato correlacionado com a ativagao principal do genoma embrionario e
aumento da atividade transcricional do embrido bovino (Fig.1).

A tri-metilagdo da lisina 4 na histona H3 (H3K4me3) ocorre em grande quantidade em zigotos no
estadio pro-nuclear e em embrides de 2 células, mas diminui significativamente no estadio de 8 células, voltando
a aumentar gradativamente nos estaddios de morula e blastocisto em camundongos (Wu et al., 2012). A
dimetilag@o da lisina 9 da histona 3 (H3K9me2), uma modificagcdo associada a repressdao da transcri¢do, € baixa
em zigotos no estadio pro-nuclear e em embrides de 2 células, e comeca a aumentar no estadio de 8-16 células
em bovinos (Fig. 1; Santos et al., 2003).
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Em embrides de oito células de camundongos, ocorre a hipometilacdo de H3K4 e a hipoacetilagao de
H3K9, enquanto a metilagdo da histona H3K27 e a associagdo da macro-histona H2A aparecem posteriormente,
entre os estadios de 16 células e moérula inicial (Okamoto et al., 2004). A metilacdo da lisina 9 da histona 3
(H3K9) ocorre mais tarde, entre o estadio de 32 células e a fase de blastocisto (Okamoto et al., 2004).

Segundo Ciccone ¢ Chen (2009), os genes imprinted integram o mecanismo de regulagdo da expressdo
génica que permite apenas a expressdo de um dos alelos parentais. Embora esses genes representem um pequeno
conjunto no genoma mamifero, eles sdo essenciais para o desenvolvimento normal do individuo, pois estdo
envolvidos no desenvolvimento e no crescimento fetal (Delaval e Feil, 2004; Bressan et al., 2009).

No gene IGF2 o alelo expresso ¢ o paterno, o qual codifica um fator de crescimento semelhante a
insulina (Insulin Like Growth Factor II), um dos principais reguladores do crescimento fetal e pds-natal (Delaval
e Feil, 2004). Outro exemplo ¢ o gene H19, no qual apenas o alelo materno ¢ ativo, por isso desmetilado (Sasaki
et al., 2000). O H19, que produz um RNA ndo codificante, é fortemente expresso em tecidos embriondrios e
extraembriondrios durante o desenvolvimento, e sua transcri¢do ¢ expressamente diminuida apds o nascimento
(Ideraabdullah et al., 2008).

Atualmente, cerca de 200 genes sdo conhecidamente imprinted no genoma dos mamiferos. E possivel
dizer que aproximadamente 100 genes sdo imprinted em humanos, 120 em camundongos e 20 em bovinos. No
entanto, ainda o numero exato de genes imprinted estd sendo discutido (www.geneimprint.org;
http://igc.otago.ac.nz) (Martucci et al., 2015).

Os mecanismos regulatorios que promovem o imprinting sdo complexos e tem sido objetos de muitas
investigagdes. A maioria, se ndo todos, os genes imprinted estdo associados com uma ou mais regides
diferentemente metiladas nas histonas em alelos maternos ou paternos. Em embrides em fase de pro-nicleo, o
genoma materno e o paterno sofrem uma onda de desmetilagdes, o que apaga a maioria das marcas de metilagio
herdadas dos pais (Kageyama et al, 2007). Essas informag¢des demonstram a importante relagdo da metilacdo de
histonas com processos de estabelecimento ¢ manutencao do imprinting genémico.

Estudos tém demonstrado que modificagdes de histonas sdo afetadas pela manipulagdo dos embrides e
pelo cultivo in vitro (Santos et al., 2003). Os referidos autores demonstraram que embrides bovinos produzidos
por transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS) apresentam hipermetilagdo de H3K9. Outro estudo relatou
que a acetilagdo da lisina 5 na histona H4 (H4K5ac) parece ser alterada dramaticamente durante o
desenvolvimento inicial de embrides produzidos in vitro, mas permanece constantemente elevada em embrides
bovinos produzidos por TNCS (Kang et al., 2002). Estas alteragdes poderiam contribuir para a explicagdao a
respeito da expressdo alterada de genes vitais ao desenvolvimento. Células bovinas cultivadas também
apresentam padrdo epigenético alterado, como a elevacdo da metilagdo de histonas (H3K9me2) e da acetilagdo
de H3K9 no trofectoderma (Enright et al., 2003; Santos et al., 2003).

A trimetilagdo de H3K4 esta associada com situagdes criticas, tais como a diferenciagdo e ativagdo do
genoma embrionario e isto foi demonstrado em suinos (Gao et al., 2010), humanos (Zhang et al., 2012) e
bovinos (Ross et al., 2008).

Foram observadas diferengas nos padroes globais de H3K27 durante o desenvolvimento do embrido. A
acetilagdo da H3K27 foi identificada na fase de VG e MII em odcitos, assim como em embrides nos estagios de
2 e 4 células. Houve marcada redugdo desta marca no estddio de 8 células, voltando a ser observada em
blastocistos de suinos produzidos in vitro. H3K27 mono-, di- e trimetilada foram identificadas nas fases de VG,
MII e em um dos pro-nucleos (PN), porém ndo foram identificadas em embrides em estagios de 2, 4 e 8 células,
voltando a ser observada em blastocistos de suinos produzidos in vitro (Marinho et al., 2015a).

Marinho et al. (2015b) utilizaram um inibidor da trimetilagdo da H3K27 (DZNep - degrada a proteina
PRC2), durante a cultivo de embrides bovinos in vitro por 3 a 8 dias. Os autores observaram diminui¢do da taxa
de blastocistos, do numero de células e atraso do desenvolvimento embrionario. Tais resultados demonstram a
importancia de PRC2 e H3K27me3 no desenvolvimento embrionario inicial em bovinos.

Lepikhov et al. (2008) observaram grande desmetilagdo do DNA em pro-nucleo paterno durante a
maturagdo pronuclear de coelhos. Os mesmos autores, observaram que a dindmica das modificacdes da
cromatina sdo conservadas em zigotos de camundongos, bovinos e coelhos.

Souza-Caceres et al. (2016), observaram alta intensidade de H3K4me3 em embrides bovinos
produzidos in vivo, sendo esta maior em morula do que em blastocisto. Acredita-se que essa marca epigenética
esteja relacionada com o fendmeno de compactagdo dos blastomeros e preparacdo para a diferenciagdo celular.
Esse resultado corrobora com a maior expressdo génica observada em morulas em relagdo a blastocistos bovinos
produzidos in vivo (Jiang et al, 2014).

Ja foi demonstrado que o padrdo da H3K4me3 nao varia em funcdo da utilizagdo de sémen sexado e o
processo de criopreservagdo lenta tradicional, demonstrando que os embrides que sobreviveram ao estresse
dessas técnicas mantiveram o padrio de metilagdo esperado (Souza-Caceres et al., 2016). Por outro lado,
Maldonado et al. (2015) observaram que blastocistos bovinos produzidos in vitro e submetidos a congelagdo
lenta apresentam uma reducdo nos niveis de H3K4me3 e um aumento nos niveis de H3K27me3 quando
comparados aos embrides frescos. A diferenca do estado de metilagdo da H3K4 entre embrides bovinos
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produzidos in vivo (Souza-Caceres et al., 2016) e in vitro submetidos a criopreservagao (Maldonado et al.,
2015), nos permite especular que o cultivo de embrides in vitro altere a conformagdo da cromatina, mediada por
alteracdo das histonas e isso pode estar relacionado com as diferencas entre a criotolerancia desses embrides. No
entanto, essa hipotese ainda precisa ser estudada.

Consideracoes Finais

Eventos importantes da oogénese e do desenvolvimento embriondrio pré-implantacional sdo mediados
pela metilagdo de histonas. Essa importancia ¢ revelada pelo comportamento dinamico da transcri¢do génica nas
diferentes etapas de desenvolvimento oocitario e embriondrio, as quais exigem uma modulacdo também
dinamica da cromatina. Novos estudos sdo necessarios para esclarecer melhor como as modifica¢des nas caudas
terminais das histonas, podem afetar o desenvolvimento embrionario, ¢ também sobre a possibilidade de
manipular tais varia¢des, de forma a melhorar a eficiéncia das biotecnologias da reprodu¢do de mamiferos.
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