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Resumo

Ha cada vez mais interesse em mecanismos ndo-genéticos e ndo-culturais de transferéncia de uma
memoria da exposi¢do parental a varios ambientes e que determinem a reagdo das geragdes futuras ao seu
ambiente durante as suas vidas. Contudo, existem ainda questdes referentes & natureza, funcdo e
importancia relativa das marcas e processos epigenéticos, RNA ndo codificantes, ou outros mecanismos, €
a sua persisténcia através das geragcdes. Nao foi construido um modelo que incorporasse os varios
sistemas de transmissdo, as suas naturezas, respectivos impactos e mecanismos, diretos ou indiretos, as
suas interferéncias e janelas de sensibilidade em fung¢do do sexo dos pais e descendentes.

Revisitando as teorias de J.B. Lamarck a luz da epigenética

A nossa capacidade de responder a varios desafios e perigos da vida, e ao stress e risco de doengas,
durante a infincia e a fase adulta, depende da satide e capital humano com o qual nascemos [1]. Estas
observagdes estdo subjacentes ao conceito de “origem do desenvolvimento da satde e da doenca”
(DOHaD) [2]. A nocdo de que mecanismos ndo-genéticos e ndo-culturais sdo capazes de transmitir a
memoria de exposicdo as diversas condi¢cdes ambientais as geragdes futuras, condicionando as suas
reacoes, levantou um interesse consideravel e trouxe de volta a baila as propostas ha muito criticadas de
J.B. Lamarck (caixa)

Caixa

A escultura por tras da base mostra Jean-Baptiste Lamarck e sua filha, Aménaide Cornélie. Ela
mostra a inscricao: “A posteridade vos admirard, ela vos vingard, meu pai”.

Jean-Baptiste Pierre Antoine de Mont, Cavaleiro de Lamarck (1774-1829) era um zodlogo/bidlogo e
anatomista francés que fez uma grande contribuicdo a classificacdo das formas de vida através de suas
quatro leis:

Primeira lei: A vida, através de suas proprias forgas, tende a aumentar continuamente o volume de
qualquer corpo que ela possui e a ampliar as dimensdes de suas partes a um limite que ela propria define.

Segunda lei: A producdo de um novo 6rgdo no corpo de um animal resulta de uma nova necessidade que
ocorre e continua a ser sentida e um novo movimento que precisa de nascer e se manter.

Terceira lei: O desenvolvimento dos 60rgdos e das suas forgcas de a¢do sdo constantemente consistentes
com o uso destes 0rgaos.

Quarta lei: Tudo o que foi adquirido, rastreado ou alterado na organizac¢do dos individuos, durante as suas
vidas, ¢ conservado pela geragdo em causa e transmitido aos novos individuos produzidos por aqueles que
passaram por estas mudangas.

Processos de transmiss@o nao-genéticos sdo frequentemente descritos como Lamarquistas porque
levantam a possibilidade de herdar caracteristicas adquiridas por geracdes precedentes. As caracteristicas
chaves dos mecanismos Lamarquistas sdo: 1) um fator ambiental que causa“alteracdes transmissiveis”
diretamente; 2) as mudangas induzidas tém como alvo um conjunto limitado de componentes de células
com relevancia funcional; 3) as mudangas proporcionam uma adaptagdo especifica ao desafio inicial.
Entretanto, a prova de conceito para um papel de processos epigenéticos na evolugdo Lamarquista
permanece ténue ou fragmentada. A quarta lei, que foi formulada hé dois séculos, pode parecer ir contra a



descoberta de que as marcas epigenéticas carregadas pelos gametas sdo extensivamente apagadas apos a
fertilizacdo, assegurando o estado de totipoténcia que ndo deveria permitir a passagem de informacgdo
sobre as experiéncias dos pais ou ancestrais. Contudo, Lamarck comegou pela no¢cdo de que uma
mudanca no meio ambiente provoca mudangas nas necessidades dos organismos que vivem naquele meio
ambiente, provocando, por sua vez, mudancas nos seus comportamentos. Estas mudancas de
comportamento levam a um uso maior ou menor usos do 6rgdo em questdo, resultando em mudancgas no
tamanho do 6rgdo (aumento em tamanho ou desaparecimento) ao longo do tempo e das geracdes.
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As consequéncias dos fatores ambientais tais como dieta, stress, produtos quimicos ou outras influéncias
psicoafetivas, geograficas, politicas ou sdcioeconémicas podem simultaneamente afetar pelo menos trés
geragdes — a mae e o pai (FO), os seus filhos (F1) e os seus netos (F2) — através de mudangas somaticas
e/ou germinais na geracdo F1 (Figura 1)[1].
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Figura 1. Transmissio especifica de sexo da meméria de exposicido aos fatores ambientais para as
geracoes subsequentes. Fatores ambientais, incluindo nutri¢do, stress psicossocial, toxinas,
perturbagoes endocrinas, tabaco, dlcool, e microbiota, afetam enquadramentos epigenéticas individuais
(F0) e, portanto, vias e redes de genes, de maneiras que diferem entre os sexos. Por exemplo, exposi¢do
materna e paterna antes da concep¢do dos seus descendentes pode modificar a qualidade do gameta e a
informacgdo sobre estas exposi¢oes pode ser transmitida para a proxima geragdo (F1). Aléem disso, a
consequéncia da exposicdo materna (F0) durante a gravidez (stress, metabolismo, dieta, alterag¢oes
hormonais, etc.) pode ser transmitida da mde para o compartimento fetal via placenta, numa forma
dependente do sexo, com efeitos no desenvolvimento do tecido FI1. A programag¢do dos tecidos somdticos
pode levar a alteragoes nos resultados de saude a longo prazo na primeira geragdo. Além disso, as
células germinativas primordiais, que desenvolvem e sofrem reprogramagdo durante o desenvolvimento
fetal, podem também ser afetadas pelo ambiente materno F0 e podem transmitir informagdo genética e
epigenética a geragdo F2. Estas influéncias sdo transmitidas diferentemente pelas linhagens materna e
paterna. Em particular, a exposi¢do multigeracional na linhagem materna pode ser vista nas geragoes
FO, FI e F2, com um fendtipo transgeracional observado em F3, enquanto que na linhagem paterna, a
exposicdo multigeracional refere-se as geracoes FO e F1, e um fendtipo transgeracional é visto nas
geragoes F2 e F3. De [55].

A nossas experiéncias no utero e durante os dois primeiros anos de vida (o conceito de 1000 dias) sdo um
claro determinante do nosso capital de saude. No entanto, as fases anteriores & concep¢do, comecando
pela gametogénese e a diferenciacdo entre efeitos nas células germinativas primordiais, os gametas,
também sdo importantes e devem ser levadas em consideragdo.

O principal desafio ¢ identificar o meio através do qual esta informacdo, ligadadas consequéncias
ambientais ou a uma mudanca fisiopatologica, ¢ carregada e transferida de uma geracdo para outra. As
principais vias de investigag¢do tém convergido para certas regides do DNA (genes, sequéncias repetidas,
etc.) nas quais as marcas epigenétiicas podem escapar parcialmente de sucessivas fases de reprogramagao
— eliminacdo, estabelecimento e manutencdo — ligadas a eliminagdo zigdtica apods a fertilizagdo. Foi



sugerido que estas regides poderiam carregar ou mediar alteragdes persistentes na configuracdo da
cromatina apds exposi¢cdes a um fator ambiental. A significAncia de um RNA ndo codificante (curto e
longo) estd a tornar-se incrivelmente evidente [3]. Também esta claramente a emergir a existéncia de
varios novos vetores, tais como exossomas, prides, metabolitos, agentes patogénicos, substancias
quimicas e microbiota materna, que também tém papéis ndo negligenciaveis [4].

Respostas transgeracionais a programacio: um circulo vicioso ou resiliéncia?

Se a programagdo ocorre, sempre sob a influéncia do meio ambiente durante o desenvolvimento, ou
herdada dos pais, pode ser vista como o “primeiro evento”. Isto confere frequentemente ndo mais do que
um estado latente, uma sensibilidade ao “segundo evento”, e ¢ revelado posteriormente por uma
acumulagdo de fatores ambientais de risco, levando a que um limite seja ultrapassado. Isto ndo
corresponde, contudo, estritamente aos “efeitos” a longo prazo. Em vez disso, refere-se a todos os
elementos que condicionam a “capacidade de resposta” (aumentos ou decréscimos) de tecidos ou 6rgdos
programados, conferindo uma predisposi¢do a vulnerabilidade ou resiliéncia. Ao longo destes processos,
também se depende do historial genético.

A maioria dos estudos fendtipicos t€m sido limitados a exploragdes do sistema perturbado por exposig¢do
parental ou ancestral: o metabolismo para exposi¢ao nutricional ou o comportamento para exposi¢do ao
stress, por exemplo. Contudo, dependendo da fase de exposi¢do, estes disturbios podem afetar sistemas
diferentes, ou até mesmo todos os sistemas. Assim, a exposi¢do paterna ao stress tem sido ligada ndo s6
as problemas comportamentais, mas também as problemas metabolicos nos descendentes [5]. A
fenotipagem de descendentes em modelos animais foca-se geralmente em efeitos prejudiciais, ignorando
assim a propor¢do ndo desprezivel de individuos “resistentes” com respostas adaptativas positivas a
exposi¢do dos seus pais ou avds [6, 7]. Mesmo assim, estudos em Caenorhabitis elegans e Drosophila
revelaram a existéncia, em alguns casos, de uma capacidade para se adaptar, ou resiliéncia. A
programacdo pode dotar as redes de genes com uma capacidade para responder mais rapidamente a um
desafio ambiental [1]. Respostas opostas aos efeitos iniciais também podem ser observadas. Por exemplo,
no grupo Overkalix (Suécia), descobriu-se que a desnutricdo masculina antes da adolescéncia levava a um
baixo risco de morte por problemas cardiovasculares duas geragdes mais tarde [6]. Ambientes
enriquecidos podem também induzir uma resposta transgeracional favoravel, com melhor desempenho ou
uma resposta protetora ou compensatoria melhor em casos de ma programagao [8]. Finalmente, interacdes
entre o pai € a mae e entre os jovens € as suas maes sao relevantes [9-11]. As respostas observadas em
descendentes podem assim ser variadas e podem diferir dos efeitos do impacto inicial nos pais, desde o
circulo vicioso mais frequentemente relatado a uma adaptagdo que abre novas possibilidades.

Dimorfismo sexual e hereditariedade nao genética

Estudos da expressdo do gene e marcas e modificagdes epigenéticas revelaram a existéncia de
mecanismos diferentes de adaptagdo ambiental em machos e fémeas, tanto em humanos como em animais
modelo [11-15]. Os efeitos da, e respostas a, programa¢do podem afetar a descendéncia de ambos os
sexos, ou podem afetar um dos sexos mais do que o outro [7, 16, 17]. Além disso, dependendo da
natureza do meio ambiente, da janela de desenvolvimento e da duragdo da exposicdo, o sexo do
progenitor transmissor pode também condicionar a resposta do descendente ao meio ambiente. Apds a
exposi¢cdo (ou uma auséncia de exposi¢do) as substancias toxicas, alcool, sub ou supernutri¢do, durante
uma janela de desenvolvimento particular ou apds o desmame, certas caracteristicas fenotipicas podem
ser herdadas unicamente do pai, unicamente da mae, ou de ambos os pais igualmente [11, 18, 19]. O
grupo Overkalix proporciona uma boa ilustracdo destas diferencas. O risco de doengas cardiovasculares e
diabetes num homem ou numa mulher depende da abundancia ou falta de alimento aos quais os avos, mas



apenas os avos paternos, foram expostos antes da puberdade [13]. A informacgdo ¢é transmitida pelo avo
paterno aos seus netos, mas ndo as suas netas. Resultados semelhantes foram relatados para os roedores,
para subnutricdo ou consumo de nozes de areca [11, 20]. A transmissdo de -caracteristicas
comportamentais do pai para os seus descendentes femininos, mas ndo para os seus descendentes
masculinos, também foi observada em ratos geneticamente idénticos, mostrando heterogeneidade
fenotipica em termos de comportamento [21].

A exposicao a certos meios ambientes pode afetar a linha germinal do pai ou da mae (ou ambas), todos os
seus tecidos somaticos, e osseus sistemas reprodutivos, incluindo o trato genital € o meio ambiente. Isto
resulta num complexo didlogo entre estes sistemas que pode levar a transferéncia combinada as geragdes
subsequentes [10, 13, 14, 22] (Figura 2).
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Figure 2. Diagrama esquematico de linhagem mostrando os caminhos principais para a transmissao
biologica dos efeitos da exposicao as geracoes subsequentes

A esquerda, linha feminina; direita, linha masculina. A exposi¢io pode potencialmente afetar a linha
germinal, o sistema reprodutivo e os tecidos somadticos. As linhas de linhagem tradicional (azul) mostram
transmissdo cromossomdtica, com a possibilidade de marcas epigenéticas induzidas por exposi¢do que
evitam eliminag¢do e afetam o desenvolvimento dos descendentes. A linha germinativa pode potencialmente
transmitir RNA ndo codificantes induzidos por exposi¢do (ncRNAs) que influenciam o desenvolvimento dos
descendentes. As mudanc¢as de metabolismo induzidas por exposicdo podem estabelecer uma “cascata
metabolica”, de tal modo que as alteragdes no trato reprodutivo influenciam a programagdo embrionaria dos
descendentes ou altere os sinais metabdlicos através da placenta. Uma via maternal adicional de transmissdo
é a influéncia do microbioma da mde naquele da sua crianga. De [13].

A linha germinativa e os gametas podem mostrar diferengas genéticas (XX ou XY), ontogenéticas,
morfologicas e funcionais entre os sexos. As diferencas ndo genéticas resultam de assimetria epigenética,
quepode continuar apos a fertilizagdo [23, 24]. Na concepgdo, os gadmetas entregam a heranga genética, o
DNA, que forma o genoma do embrido. Eles também transmitem os diferentes epigenomas e moléculas de
RNA do pai e da mde, e mitocondrias e um numero de proteinas apenas da mae. Assim, além da heranca
genética do embrido, os pais também transmitem informacdes epigenéticas, a base de proteina e metabolicas

relacionadas a exposicdo a fatores ambientais, experiéncia, estado fisiopatologico, idade, classe social,
educacdo dos pais, e ordem de nascimento e peso [11,25].

A transmissdo materna tem sido tradicionalmente estudada mais extensivamente, mas maioritariamente no
que diz respeito as respostas inter ou multigeracionais em termos de crescimento e desenvolvimento
embrionario ou fetal durante a gestacdo ou lactacdo (Figura 1). Muitas condigdes fisiolégicas maternas, ndo
necessariamente envolvendo a linha germinativa, t€ém sido estudadas: condigdes metabolicas, nutrigdo,
exposi¢cdo a substincias toxicas ou stress ou livre escolha para acasalar com machos atrativos [4, 26-31]. A
transmissdo epigenética via linha materna foi demonstrada em roedores [32-34], mas é geralmente dificil de
distinguir o que foi transmitido pelo gdmeta do que aquilo foi transmitido através da unidade materno-fetal
durante a gestacdo. Em contrapartida, estudos de transmissdo paterna, embora menos comuns, levantaram
questdes sobre o mecanismo pelo qual os espermatozoides transmitem informacgdes: as possibilidades incluem
via marcas epigendmicas, RNA ndo codificante ou o fluido seminal [10, 11, 13, 25] (Figura 3).




Figura 3 — Ilustracio de vias nao genéticas através das quais os efeitos paternos no desenvolvimento dos
descendentes podem ocorrer. As experiéncias dos machos (drogas, nutri¢do, toxinas, idade, stress),
particularmente durante o desenvolvimento inicial, podem levar a alteragdes epigenéticas na linha
germinativa masculina (circulo vermelho), que sdo entdo transmitidas aos descendentes com consequéncias
para a variagdo fenotipica. Alternativamente, ou provavelmente em combinag¢do com estes efeitos paternos
diretos, as experiéncias de um macho antes do acasalamento podem levar a mudancas na qualidade ou
preferéncia do companheiro, que podem ser avaliadas pela fémea na altura do acasalamento. Esta avaliagdo
pode levar a diferencas no investimento materno pré-natal e/ou pos-natal no crescimento e desenvolvimento
do descendente gerado por este acasalamento, com consequéncias para a varia¢do fenotipica nesta
descendéncia. O investimento materno pode também variar com variagdes paternalmente mediadas nos
fendtipos de descendentes, durante ambos os periodos, pré-natal e pos-natal. As diferencas do investimento
materno em fung¢do das experiéncias paternas ou tragos da descendéncia podem tanto aumentar a
transmissdo da memoria da exposi¢do paternal como compensar por défices de funcionamento derivados
dessa exposigdo. De [11].

As varias fases de reprogramacio e as reviravoltas do apagamento de marcas

Foram estudadas duas fases principais da reprogramacdo, o apagamento das marcas parentais: a primeira
ocorre no zigoto, logo apods a fertilizacdo, e a outra ocorre na linha germinativa, quando as células
germinativas primordiais migram para as cristas genitais antes da diferenciagao sexual (Figura 4a e 4c) [35].
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Figura 4. Mudancas epigenéticas durante reprogramacdo in vivo

(a) Dindmica de metilagdo do DNA durante a reprogramagdo desenvolvimental. Apos a fertilizagdo o
genoma paterno (linha azul) é rapidamente desmetilado por mecanismos ativos, enquanto o genoma materno
(linha vermelha) é passivamente desmetilado. Regioes diferentemente metiladas (RDMs) associadas com os
genes marcados sdo protegidos deste apagamento (linha verde tracejada). A metilagdo “de novo” ocorre
apos a implantagdo (linha preta), mas as células germinativas primordiais (CGPs) ndo sdo especificadas até
a fase deepiblasto (sombreado na parte superior da figura). Esta metilagcdo deve ser reiniciada em CGPs. A



figura mostra as dindmicas da metilagdo, de E6.5, das células que formam somente a linha germinativa.
Muitas sequéncias sdo desmetiladas por E9.5 em CGPs. Algumas sequéncias estdo sujeitas a desmetilagdo
tardia e s6 sdo reprogramadas depois da migra¢do da CGP. Estas sequéncias incluem, mas ndo estdo
limitadas a, as RDMs gravadas. Particulas A intracisternais PAls sdo resistentes a desmetila¢do tanto na
pos-fertilizagdo como nas ondas de reprogramagdo CGP. llhas CG variavelmente apagadas (VECs) podem
resistir ao apagamento durante a reprogramag¢do CGP, mas os seus estados de metilagdo durante a
reprogramacgdo pos-fertilizacdo ndo estdo claros. Apos a determinagdo do sexo, as células germinativas
sofrem a metilagdo “de novo”, mas as dindmicas sdo especificas a cada sexo. A metilagdo é completada na
pro-espermatogonia antes do nascimento, enquanto que a metilagdo nos oocitos é estabelecida durante o
crescimento pos-natal. Na fase adulta, os gametas sdo metilados apropriadamente para formar um novo
zigoto e recomegar o ciclo da dinamica da metilagdo. Mostramos abaixo as janelas de desenvolvimento
investigadas em trés estudos chave, com os pontos no tempo especificos analisados indicados. blast.,
blastocisto. d3, oocitos ao 5°dia., GV, odcitos vesicula germinal. MII, oocitos metafase I1. De [35].

(b) Mudangas epigenéticas durante reprogramacgdo ‘“‘in vivo”. Diagrama esquematico do DNA global e das
modifica¢oes da histona levando a ativagdo transcricional do genoma embrionico entre o zigoto final
(genoma unicamente paterno) e a fase de duas células. Os genomas de gdmetas sofrem diferentes programas
epigenéticos apos a fertilizagdo, com o genoma paterno maioritariamentesujeito a remodelagdo epigenética
na fase de zigoto e o genoma materno a perder gradualmente modificagées repressivas durante as cisoes
subsequentes. (b) Mudangas epigenéticas globais durante o desenvolvimento da linha germinativa desde a
especificagio CGP (EG6.5) até a paragemmitotica/meiotica em E13.5. Duas grandes fases de reprogramagdo
podem ser distinguidas durante a migra¢do CGP para as cristas genitais (E7.5-E10.5) e apds a sua chegada
as gonadas (E10.5-E12.5. De [57].

(c). Mudangas epigenéticas globais durante o desenvolvimento da linha germinativa desde a especificagdo
CGP (E6.5) até a paragem mitotica/meiotica em E13.5. Duas grandes fases de reprogramagdo podem ser

distinguidas durante a migragdo CGP para as cristas genitais (E7.5-E10.5) e apos a sua chegada as gonadas
(E10.5-E12.5. De [57].

A reprogramagdo dos genomas parentais no zigoto foi, durante muito tempo, considerada quase completa.
Entretanto, as marcas de histona e os padroes de metilagdo de certas sequéncias de DNA podem ndo ser
apagadas [36]. Duas outras fases também podem ser consideradas como processos de reprogramacdo: a
compactacdo final da cromatina dos espermatozoéides, ligada a substituicdo de uma grande propor¢do de
histonas por protaminas (Figura 4b) e as grandes mudangas, particularmente durante a reorganizacdo do
cérebro e a sua maturagdo durante a puberdade. Esta ultima fase de reprogramagao ainda nao foi estudada em

detalhe [37].

Uma destas fases, envolvendo o apagamento das marcas epigenéticas especificas dos gametas, leva a
aquisicdo de um epigenoma totipotente, permitindo as células do embrido a diferenciagdo em qualquer tipo de
célula (Figura 4b). Algumas sequéncias, tais como aquelas dos genes sujeitos a impressao parental, escapam a
este processo. Apos outra fase de reprogramacao ligada a linha germinativa, a remetilagdo do DNA depois da
determinacdo do sexo facilita a aquisicdo de um programa de expressdo muito especifico, incluindo genes
impressos, para a diferenciacdo de gameta (Figura 4c). Dada a assimetria epigenética dos gametas do pai e da
mae, marcas sensiveis ndo apagadas podem diferir entre cromossomas de origem paterna e materna no zigoto.
Os mecanismos envolvidos ainda ndo foram determinados, mas estas observagdes sugerem que as
possibilidades para transmissdo podem diferir em fun¢do do progenitor transmissor [38] (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de vida da gametogénese de mamiferos e embriogénese

As células germinativas primordiais (CGP) surgem a partir de células da regido proximal do epiblasto. Elas
sofrem um extensivo apagamento da metilagdo do DNA e mudan¢as na cromatina durante a migragdo e a
entrada na gonada. Direcionadas pelo ambiente gonodal somatico, as células germinativas sdo destinadas
para um destino feminino ou masculino. Células germinativas masculinas, inicialmente chamadas gondcitos,
tém ciclos celulares parados e comecam a estabelecer padrdes de metilagdo de DNA especificos do sexo
masculino. Durante a subsequente profase meiodtica, os cromossomas X e Y sofrem desativa¢do meiotica do
cromossoma sexual (IMCS) caracterizada por grandes eventos de remodelagcdo de cromatina. Apds as
divisées meioticas, os espermdtides hapldides sofrem grandes alteragoes nucleares e morfologicas, incluindo
uma substitui¢do de histonas por protaminas a nivel de quase todo o genoma. No entanto, os nucleossomas
sdo retidos em sequéncias regulatorias, fornecendo um possivel meio de heranca epigenética. As células
germinativas femininas entram na profase meidtica no embrido e completam as suas divisoes meidticas apos
a indugdo hormonal no ovario adulto e fertilizagdo via esperma. Durante a fase de crescimento, os odcitos
estabelecem a metilagdo do DNA nos genes e imprimem regioes de controlo, sofrem remodela¢do da
cromatina e adquirem competéncia para a dire¢do da embriogénese. Apos a fertilizacdo, os genomas
parentais formam dois pronucleos que sdo epigeneticamente diferentes, refletindo a historia de eventos de
remodelagdo de cromatina especifica da linha germinativa parental. Os genomas paterno e materno sofrem
apagamento passivo e ativo da metilagdo do DNA. A assimetria dos estados da cromatina de cromossomos
paterno e materno pode potencialmente regular a ativagdo e repressdo da expressdo do gene “‘de novo” na
pré-implantagdo dos embrioes, desse modo dirigindo a embriogénese. Um estado epigenético latente,
caracterizado pela preseng¢a de marcas bivalentes H3K4me3 e H3K27me3 nos promotores de genes
envolvidos no desenvolvimento, ndo expressado nestas fases, é uma propriedade fundamental do nicleo de
células germinativas mamiferas, permitindo que gdmetas diferenciados iniciem um programa totipotente
imediatamente apos a fertilizagdo [58]. De [38].

O apagamento incompleto de algumas marcas epigenéticas parentais — metilacdo do DNA e marcas histonicas
— € os sistemas polycomb e trithorax tornam possiveis a programacdo e transmissdo transgeracional de
impactos ambientais [36, 39]. Estdo regides sdo entdo candidatas ideais para a transferéncia de informagao de
exposi¢do ambiental. Dependendo do cromossoma em questdo, e particularmente se os cromossomas X ¢ Y
mostram esta diferenca, serd que estas regides poderiam explicar as diferengas nos efeitos na descendéncia
feminina ou masculina? O problema principal aqui é que os mecanismos epigenéticos envolvidos sdo
dindmicos e mudam rapidamente com a variagdo ambiental. Também se baseiam em camadas multiplas de
caminhos parcialmente redundantes, que podem ser sinérgicos, inibitorios ou ativadores, dependendo do
contexto [40, 41]. Assim, se o impacto da exposi¢do de futuros pais aos fatores ambientais varios anos antes
da concecao afeta precisamente este tipo de sequéncia [4, 13, 14, 42], entdo estas sequéncias podem ser
responsaveis pelas respostas transgeracionais observadas nos descendentes.



Contudo, provavelmente por razdes técnicas potencialmente ligadas a composicdo de variantes de histonas, os
varios estudos realizados ndo identificaram os mesmos tipos de sequéncia. Os nucleossomos identificados
foram localizados principalmente em genes criticos para o desenvolvimento precoce ou tardio [43], e nas
sequéncias regulatérias, mas alguns foram também encontrados em sequéncias repetidas contendo poucos
genes [44]. Estas sequéncias sdo candidatas potenciais para hereditariedade epigenética.

Intermediarios misteriosos a passar a mensagem de geracio em gerac¢io

Na fertilizacdo, tanto em humanos quando em ratos, ha muito mais locais metilados nos espermatozdéides do
que nos odcitos [45]. H4 desmetilacdo extensiva e ao mesmo tempo localmente especifica nos pronucleos
masculino e feminino apds a fertilizacdo. Este processo envolve tanto o mecanismo ativo como o passivo,
dependendo da origem parental do cromossoma [45]. E amplamente aceite que apenas genes marcados
escapam a este processo de desmetilacdo. No entanto, um estudo recente mostrou que outros genes também
sdo resistentes [46]. Neste modelo em ratos de subnutri¢do na avé (F0), o espermatozoide do pai (F1) mostra
um disturbio do metiloma em regides diferentemente metiladas (RDMs), com efeitos no metabolismo dos
seus descendentes (F2)[46]. Curiosamente, 43% das RDMs hipometiladas em F1 também foram
hipometiladas na gera¢do F2 e portanto tiveram potencial para afetar o desenvolvimento desta geracdo
subsequente. Muitos dos genes afetados estdo expressados na linha germinativa, mas alguns também se
expressam nos tecidos somaticos. Contudo, embora esta metilacdo diferencial se perdesse a partir da geragdo
F2 no final da gestacdo, grandes diferencas persistiram na impressdo dos genes envolvidos no metabolismo
localizados proximo a estas RDMs. Parece, portanto, improvavel que estas mudangas em expressdo sejam
diretamente controladas pela metilagdo do DNA [46]. Um processo semelhante foi descrito para as
repercussdes na segunda geragdo dos efeitos da obesidade materna induzida por dieta [47]. Estes exemplos
mostram que os perfis epigenéticos desregulados no inicio do desenvolvimento sdo capazes de passar a tocha
para outras entidades, induzindo assim outros mudancas ainda ndo identificadas que podem afetar a
arquitetura da cromatina, redes de fatores de transcricdo, ou a diferenciacdo ou a estrutura dos tecidos. No
modelo de resisténcia a dependéncia de cocaina, a mesma modificagdo (acetilagdo da histona) ao mesmo gene
(Bdnf) foi observada no espermatozéide do pai e no cortex pré-frontal da sua descendéncia masculina
resistente [48]. Como a acetilacdo da histona ¢ uma marca associada a expressdo, esta observacdo nao pode
ser vista como prova de que este ¢ o mecanismo responsavel pela transferéncia de informacgdo. Os dois
exemplos citados acima apenas parecem ser contraditorios; ndo excluem, de forma alguma, o possivel
envolvimento de um processo epigenético. As marcas epigenéticas pertinentes envolvidas provavelmente ndo
foram estudadas ou ndo foram estudadas na fase apropriada. Dado o didlogo que se sabe ocorrer entre marcas,
seria expectavel existir mais do que um tipo de marca a envolvida, junto com outros processos nao
epigenéticos. Estas associagdes sdo a causa ou uma consequéncia das dindmicas destas marcas? A questdo
importante a ser abordada aqui ¢ a verdadeira ligagdo causal entre as marcas epigenéticas e os fenotipos
observados.

RNASs nao codificantes

Durante a fertilizagdo, o espermatozdide ndo séfornece o genoma hapléide paterno, como também liberta
24.000 RNAs ndo codificantes (ncRNAs: siRNA, piRNA e miRMA...) no o6cito. O RNA de esperma tem
sido observado como transmissor de caracteres adquiridos em roedores. Em particular, o uso de esperma de
animais maltratados mostrou a reprodugdo de alteragdes metabodlicas ou comportamentais nos descendentes
semelhantes as observadas no pai [5, 26, 32, 34, 49-51].

Uma reportagem recente sugeriu que o RNA isolado do esperma pode fornecer a descendéncia informagao
sobre a historia de trauma precoce (através de stress materna) na vida do pai, com os efeitos e repostas a
persistir até a terceira geracdo [5]. No entanto, uma vez mais, a auséncia de uma presumida alteragdo



epigenética causal sugere que a marca inicial pode ser transposta para outras marcas ou complexos
epigenéticos através duma troca. As modificacdes epigenéticas presentes nas células do esperma apos a
exposi¢cdo ao stress materno podem entdo ser convertidas noutras marcas, que podem ou ndo ser epigenéticas
em natureza, para subsequente transmissao [30, 52].

O envolvimento do ncRNA em efeitos e respostas transgeracionais foi recentemente demonstrado numa
espécie invertebrada deficiente em metilagdo do DNA, C. elegans [27]. A exposi¢do a particulas virais levou a
aparéncia de ncRNAs derivados do virus, que inibiram a expressdo do genoma viral, através de mecanismos
de interferéncia RNA, ao longo de véarias geragdes, conferindo assim uma “imunidade” transmissivel [53]. A
falta de alimento durante a fase larval também leva a aparéncia de microRNAs (miRNAs) que visam
transcricdes para proteinas envolvidas na alimentacdo e levando a um aumento da longevidade da terceira
geracdo. Estes miRNAs lidam com todas as eventualidades, com também alguns visam genes que sdo
normalmente desligados mas podem ser induzidos em resposta ao stress [54].

Perspetivas

As influéncias dos fatores ambientais nos processos epigenéticos revolucionaram a nossa visdo da transmissao
transgeracional de informacdo, mas varias questdes chaves permanecem sem resposta: Qual ¢ a verdadeira
natureza do impacto dos fatores ambientais? Qual é a natureza dos alvos destes fatores (marcas e/ou
conformacdo)? Qual é a natureza dos alvos aos quais a informacgdo ¢ transferida? Os mecanismos estdo
envolvidos direta ou indiretamente? Como ¢ que a informacdo armazenada persiste ao longo das geracdes?
Quais s3o as janelas de sensibilidade ou insensibilidade a estes fatores? Como ¢ que as diferengas
relativamente ao sexo dos pais impdem o dimorfismo sexual na descendéncia e, até, nas geragdes
subsequentes [4, 13, 26 , 29, 55]?

Ainda ndo hd um modelo federativo para o papel da epigenética nos efeitos/respostas inter e transgeracionais
[29].

Idealmente, antes de se concluir que um efeito transgeracional é epigenético em natureza, dados os
relacionamentos bidirecionais entre a genética e a epigenética, a sequenciagdo deve ser realizada para verificar
mutacdes “de novo”; de forma andloga, a fertilizagdo in vitro e a transferéncia de embrido ou a adogdo
cruzada deveriam ser realizados, para controlar outras possibilidades, tais como investimento materno
induzido pelo pai. Essas experiéncias sd3o possiveis em modelos animais, mas muito mais dificeis em
humanos. Os genes e sequéncias que escapam a reprogramacao € os mecanismos envolvidos comegam a ser
identificados e sdo bons candidatos ao envolvimento em efeitos transgeracionais. Estudos dos efeitos do meio
ambiente tornariam possivel determinar se estas sequéncias carregam uma memoria destes efeitos ou se outras
sequéncias podem obter a mesma capacidade de resistir ao apagamento de marcas. Em contraste, os
processos, epigenéticos ou outros, pelos quais a informacao € propagada sdo desconhecidos, como aqueles nos
quais se baseiam as diferencas em transmissdo do pai e da mde. Acima de tudo, muito poucos estudos se
focaram nos efeitos do meio ambiente nestes processos, para determinar como a memoria de eventos pode ser
transmitida e revelar a natureza dos suportes intermedidrios sucessivos. A maioria dos estudos de
reprogramacao foi realizada em ratos [35, 56]. A conservagdo de certos mecanismos entre espécies abre
possibilidades interessantes.

A autora agradece a Polina Panchenko, Sara Fneich, Luciano Pirola, Sabrina Chriett, Valérie
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Jammes e Anne Gabory, pela sua leitura cuidadosa do manuscrito.
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