Apresentacao

O conceito de epigenética ainda € recente e seus efeitos sobre
o desenvolvimento vém sendo amplamente estudados nos ultimos
anos, principalmente na area da saude humana. Assim, por sua forte
atuacao voltada a pesquisa agropecuaria, a Embrapa vislumbrou a opor-
tunidade de conduzir estudos em epigenética referentes a producéo, a
reproducao e a sanidade animal e vegetal, para aumentar a quantidade
e a qualidade dos produtos e alimentos gerados, além de melhorar a
eficiéncia de producio.

Por sua caracteristica de sofrer modificacao causada pelo ambi-
ente, o estudo da epigenética permite aumentar a compreensao da
interacao entre o gendtipo e o ambiente, e seus efeitos sobre o fendtipo
dos individuos. Consequentemente, a avaliagdo epigenética de genes
relacionados a caracteristicas quantitativas — que sofrem bastante
influéncia do ambiente e que apresentam grande interesse comercial —
visa ao complemento dos estudos tradicionalmente desenvolvidos em
genética quantitativa e molecular.

Os autores desta obra sao jovens cientistas de diferentes institui-
¢Oes de ensino e pesquisa — Embrapa, Universidade de Sao Paulo (USP),
Universidade Estadual de Sao Paulo (Unesp), e Universidade Federal
de Sao Carlos (UFScar) — que desejam compartilhar os conhecimentos
adquiridos em seus estudos na area de epigenética. Este livro tem
como publico-alvo nao so6 estudantes, pesquisadores e professores das
areas de ciéncias bioldgicas, agrérias e afins, mas também interessados
no assunto que queiram obter informagdes técnico-cientificas sobre
um tema que, com certa frequéncia, € veiculado na midia impressa e
eletronica.

Rui Machado
Chefe-Geral da Embrapa Pecuéria Sudeste
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Prefacio

Atualmente, a epigenética constitui um dos temas de maior inte-
resse no estudo de processos biolégicos em humanos, em animais e
em plantas, pois fornece o elo entre o gendtipo e 0 meio ambiente,
tornando evidente que a manifestacdo do fendtipo nos individuos
depende da interacao entre esses trés fatores. Assim, a epigenética
permite elucidar eventos anteriormente atribuidos ao acaso ou que
nao podiam ser explicados apenas pela genética, além de reacender o
debate sobre as teorias evolutivas e as ideias de Lamarck, uma vez que
demonstra que caracteres adquiridos pelos pais podem ser transmiti-
dos a seus descendentes.

Apesar de ndo ser um conceito novo, a epigenética sé passou
a ser sistematicamente estudada nas Ultimas 2 décadas. No inicio,
pesquisas feitas, principalmente com seres humanos e com camun-
dongos foram restritas a genes imprinted e a genes candidatos espe-
cificos e posteriormente aos RNAs néo codificadores. Sé nos ultimos
anos — com o advento das tecnologias de biologia molecular em larga
escala — & que houve expansdo das pesquisas nesse novo campo
da genética para outras espécies animais e vegetais, bem como em
escala gendbmica.

Grande parte dos estudos nesse tema ainda se encontra relacio-
nada a seu papel na etiologia de doencas, principalmente de cancer em
humanos e, apesar de sua evidente importancia, acdes isoladas tém
sido promovidas em animais ou em plantas destinadas a producao.
Entretanto, poucas das informagdes obtidas tém sido incorporadas aos
modelos aplicados no melhoramento genético.

Por sua importancia e pela escassez de literatura em lingua por-
tuguesa, este livro é de suma importancia para quem deseja se inteirar
do tema em questao. Numa linguagem conceitual, clara e concisa, ele
aborda conceitos adquiridos e gerados em estudos sobre epigenética,
desenvolvidos por pesquisadores da Embrapa em parceria com outros
pesquisadores e professores de diversas instituigdes de ensino e pes-
quisa, sem omitir nenhum detalhe relacionado a esse novo segmento
da genética.

Os primeiros capitulos, além de breve histoérico, abordam a impor-
tdncia e 0s conceitos relacionados ao tema. Além disso, descrevem os
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tipos de modificagdes epigenéticas existentes no genoma, bem como
as ferramentas de biologia molecular que podem ser usadas para
detectar sua variagcdo. Também versam sobre o papel da epigenética
durante o desenvolvimento normal e patolégico de mamiferos e plan-
tas. Os ultimos capitulos tratam das implicagdes da epigenética para a
biotecnologia e para a producao animal e vegetal.

Os autores entendem que, de forma alguma, o conteldo desta
obra encerra por completo a abrangéncia deste tema e estao avidos por
receberem contribuicoes para revisdoes e complementacdes futuras do
texto ora apresentado.

As editoras
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Capitulo 1

Epigenética
Histérico e conceitos

Simone Cristina Méo Niciura
Vanessa Candiotti Buzatto
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EPIGENETICA

Introducao

Na ultima década, grande quantidade de noticias e publicagdes
técnico-cientificas tem sido veiculada pela imprensa sobre o tema
epigenética. No Brasil, nos ultimos anos, destaca-se a proibigao da
fabricacdo de mamadeiras de plastico policarbonato, em decorréncia
do aumento de riscos de puberdade precoce, cancer, alteracbes no
sistema reprodutivo, infertilidade, aborto e obesidade associados a
ingestao de bisfenol-A (BPA), presente no policarbonato e no reves-
timento interno de latas de bebidas e de alimentos (FOLHA DE SAO
PAULO, 2011; JORNAL NACIONAL, 2011).

Outras noticias destacaram os efeitos controversos da escassez
de alimentos, como o ocorrido na Suécia, no século 19, o “inverno,
da fome"” na Holanda, no periodo 1944-1945, e a falta de alimentos
na China, no final da década de 1950, sobre a longevidade, o peso na
idade adulta, o aparecimento de patologias e o desenvolvimento de
esquizofrenia nas geracodes futuras (GNT.DOC, 2010; SUPERINTERES-
SANTE, 2011; UOL, 2011). Algumas reportagens também evidencia-
ram os efeitos do Atentado de 11 de Setembro de 2001, nos Estados
Unidos, sobre o desenvolvimento de estresse (niveis de cortisol) nos
descendentes; e os efeitos da nutricdo e do estilo de vida, incluindo o
tabagismo € a ingestao de alcool, sobre a saude, a obesidade, o risco
de desenvolvimento de cancer e a longevidade das pessoas e de seus
descendentes (CIENCIA DIARIA, 2010: GALILEU, 2009; GNT.DOC,
2010). Por causa da epigenética, hoje em dia pode-se dizer que somos
nao s6 o que comemos (HUNTER, 2008), mas também 0 que nossos
pais (BAKER IDI HEART AND DIABETES INSTITUTE, 2009) e até o
que nossos avos comeram (RESEARCH PRESS, 2012).

Definicao e historia da epigenética

O termo epigenética, que literalmente significa “genética acima”,
foi usado pela primeira vez por Conrad Waddington, na década de
1940, para descrever as interacdes de genes com o meio ambiente e
0s possiveis caminhos que cada célula pode tomar durante o desen-
volvimento (TOST, 2008). Atualmente, a epigenética & definida como
o estudo de processos que produzem um fendtipo herdavel, mas que
ndo dependem estritamente da sequéncia de DNA (LIEB et al., 2006),
ou seja, eventos epigenéticos sdo aqueles que alteram o fendtipo sem
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Capitulo 1 | Epigenética: Histérico e conceitos

modificar o gendétipo (KENDREW, 1994) e que sao herdaveis. Como se
vé, ndo é s6 a sequéncia de DNA gque determina o fendtipo, mas tam-
bém as variagcdes epigenéticas, € ambas as modificacoes, genéticas
e epigenéticas, atuam em sinergia para a manifestagcao do fenétipo
(MURRELL et al., 2005).

A genética tradicional baseia-se no pareamento de bases adenina
(A), timina (T), guanina (G) e citosina (C) na dupla-hélice do DNA e nas
variagcdes em sua sequéncia. Exemplos de modificagcdes genéticas que
levam a alteracoes fenotipicas incluem os polimorfismos de base Unica
(single nucleotide polymorphisms ou SNPs), as variagbes no nimero
de copias (copy number variation ou CNVs), os sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo, os promotores alternativos e o splicing alterna-
tivo. Por sua vez, a epigenética refere-se as modificagcoes reversiveis
dos nucleotideos por diferentes formas quimicas, sem alteracao de sua
sequéncia. Tais modificacdes sao chamadas de epigenéticas, pois epi
significa “fora de” ou “acima de, além de” (CALLADINE et al., 2004).
Assim, a epigenética estuda as camadas adicionais de informacao no
topo da sequéncia gendbmica, o que estende de forma dramética o
potencial de informagéo do cédigo genético (TOST, 2008).

Engquanto o genoma ¢é estavel (s6 alterado por mutagénese ou
por erros na replicacao), herdavel e Unico a cada individuo, apesar
de também ser estavel e herdavel, a epigenética & modificavel de
maneira reversivel e Unica a cada tipo celular (OHGANE et al., 2008).
Por isso, as diferencas nos padroes de expresséo génica que resultam
no desenvolvimento de 6rgaos e tecidos geralmente ocorrem pelo
estabelecimento de marcas epigenéticas (REIK, 2007). Assim, como
cada célula de um mesmo organismo contém a mesma informacéo
genética em seu DNA, ¢ a regulacao diferencial dos genes, por meio
da epigenética, no tempo (durante o desenvolvimento) e no espaco
(tecido) que determina o destino celular (morfologia e fungao) e o fené-
tipo do individuo (BLOMEN; BOONSTRA, 2011).

As marcas epigenéticas sao introduzidas nos cromossomos de
maneira reversivel e replicadas, estavelmente, durante as divisdes celu-
lares (KENDREW, 1994). A regulacao génica epigenética consiste na
propagacao estavel do estado de atividade génica durante as divisdes
celulares de mitose (heranca epigenética entre células) e, algumas
vezes, de meiose (heranca epigenética entre geracdes ou transge-
racional) (BIRD, 2007; STAM, 2009). As modificagdes epigenéticas
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EPIGENETICA

ocorrem, naturalmente, nos organismos e participam de varios proces-
sos fisioldgicos, como (YOUNG; FAIRBURN, 2000):

e Expressao de genes specificos de tecidos.

¢ |nativagdo de um dos cromossomos X nas fémeas (compen-

sacao de dosagem).

® |nativacao do centrébmero.

e Regulagdo do imprinting gendémico.

Entretanto, modificacbes nos padroes epigenéticos normais po-
dem levar ao aparecimento de patologias. Assim, a epigenética esta
envolvida tanto em processos fisiolégicos, como o desenvolvimento,
o crescimento e o envelhecimento, como em patoldgicos, na etiologia
de algumas doengas em humanos e em animais (BONETTA, 2008).

Como exemplo de regulagao epigenética, observa-se que todas
as fémeas de abelha desenvolvem-se a partir de larvas geneticamente
idénticas, mas a dieta com geleia real transforma uma abelha operéria
numa rainha fértil (YOUNG, 2008). As diferencas fenotipicas entre
gémeos idénticos também podem ser atribuidas aos efeitos epige-
néticos (KAMINSKY et al., 2009). Assim, os estudos de comparagao
das variagdes fenotipicas existentes entre gémeos idénticos (mono-
zigbticos) e entre gémeos fraternos (dizigdticos) foram os pioneiros
para determinar a influéncia ambiental e genética, respectivamente, na
etiologia de algumas doengas em humanos (BOUCHARD; MCGUE,
2003; GENETIC SCIENCE LEARNING CENTER, 2012; WONG et al.,
2005).

O mais intrigante é que as modificacoes epigenéticas podem ser
influenciadas por fatores ambientais, principalmente por dieta, compor-
tamento, estresse e toxinas, e por fatores estocasticos (FAULK; DOLI-
NQY, 2011). Em camundongos, ja foi demonstrado que o consumo de
alimentos ricos em ginesteina e em acido félico, durante a gestacao,
afetam as marcas epigenéticas e o desenvolvimento até a fase adulta
dos descendentes (YOUNG, 2008). Em humanos, a ocorréncia de
diabetes mellitus do tipo 2 e a quantidade de massa gorda corporal de
um individuo adulto podem ser influenciadas pelas condi¢cbes nutricio-
nais durante a vida intrauterina (TREMBLAY; HAMET, 2008). Assim,
surge uma oportunidade para se desenvolver novos medicamentos ou
orientagdes nutricionais que possam modificar as marcas epigenéticas
de maneira favoravel (YOUNG, 2008).
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Capitulo 1 | Epigenética: Histérico e conceitos

Além disso, a complexidade da heranca epigenética, principal-
mente a transgeracional, colocou em destaque a teoria evolutiva, antes
desacreditada, de Lamarck, de que as influéncias ambientais podem
ser transmitidas dos pais para os descendentes (HANDEL; RAMAGO-
PALAN, 2010). A epigenética também ja foi relacionada:

e Ao comportamento (WEAVER et al., 2004).
e Ao cuidado materno (CHAMPAGNE et al., 2006).

¢ A modificagdoes em cérebro de pessoas suicidas (POULTER
et al., 2008).

e Ao efeito de glicocorticoides (WEAVER, 2009).

e A doencas periodontais (GOMEZ et al., 2009).

e A hibernagdo em mamiferos (MORIN; STOREY, 2009).
e A obesidade (CAMPION et al., 2009).

e A homossexualidade (RICE et al., 2012: VEJA, 2012), entre
outros.

E mais, doencas familiares sem causas genéticas definidas —
esquizofrenia, desordem bipolar, diabetes e cancer — tém sido estu-
dadas e melhor compreendidas sob a o6tica da epigenética (BELL;
SPECTOR, 2012).

Neste livro, os tipos de modificagdes epigenéticas sdo abordados
nos Capitulos 2, 3 e 4, ja o Capitulo b discorre sobre as técnicas mole-
culares aplicadas em sua avaliacdo; o Capitulo 6 trata do envolvimento
da epigenética nos aspectos fisioldgicos relacionados ao genomic
imprinting; o Capitulo 7 discorre sobre a influéncia da epigenética no
desenvolvimento e no envelhecimento; o Capitulo 8 trata dos eventos
patoldgicos em mamiferos; o Capitulo 9 relata as implicagdes da epige-
nética na biotecnologia e na producao animal; e o Capitulo 10 aborda as
especificidades da epigenética em plantas.

Consideracoes finais
Além do cdédigo genético, fatores epigenéticos interferem na
expressao génica e no fendtipo dos individuos. Assim, a epigenética

associada a genética tem aumentado a compreensdo de muitos pro-
cessos fisiolégicos e patoldgicos que ocorrem nos seres Vivos.

1)
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Introducao

As modificacbes epigenéticas tém sido classificadas em quatro
grandes classes (FINGERMAN et al., 2013):

e Conformacéao ou acessibilidade da cromatina e posicionamen-
to dos nucleossomos.

e Modificacbes do DNA (metilagdo e outras modificacdes de ci-
tosina).

¢ Modificagdes pés-traducionais das histonas, apresentadas no
Capitulo 3.

e Regulagcdo génica associada aos RNA nao codificadores
ncRNAs, apresentada no Capitulo 4.

Os trés primeiros tipos de modificagdes estdao associados a al-
teragdes na estrutura da cromatina. Assim, para melhor compreensao
dessas modificagdes epigenéticas, vale lembrar que, de acordo com
a conformacao e a fungao, a cromatina pode ser denominada de eu-
cromatina ou heterocromatina. A eucromatina — porcao do genoma
de replicacao precoce no ciclo celular — caracteriza-se por estrutura
conformacional mais permissiva e € abundante em genes transcritos.
A heterocromatina — porgao de replicagdo tardia — é altamente con-
densada e contém poucos genes expressos. A heterocromatina pode
ser facultativa, ou seja, pode sofrer modificagdo de acordo com o tipo
celular e durante o tempo; ou constitutiva, que possui papel estrutural,
como para a formacgao dos centrémeros e dos teldmeros.

Outra informagao importante € que os cromossomos eucarioti-
COS sao empacotados em estruturas condensadas da cromatina, cuja
unidade primaria, o nucleossomo, é composta de 145 a 147 pares de
base de DNA (~147 bp) enovelados num octdmero de histonas (MIELE
et al., 2008), contendo duas copias de cada uma das proteinas histo-
nas: H2A, H2B, H3 e H4 (IACOBUZIO-DONAHUE, 2009) (Figura 1).
Cada nucleossomo é separado por cerca de 50 bp, que por sua vez
sdo empacotadas pela histona de ligacdo H1 (IACOBUZIO-DONAHUE,
2009) (Figura 1).

As histonas nucleossomais, candnicas ou centrais (H2A, H2B,
H3 e H4), podem ser quimicamente modificadas (ver no Capitulo 3) ou
substituidas por variantes de histonas (ERNST et al., 2011; MARTINS
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Figura 1. Estrutura dos nucleossomos (em roxo) com a fita
de DNA (alaranjada) enovelada no octémero de histonas
(duas copias das histonas H2A, H2B, H3 e H4); e histona H1
(verde) que se liga a fita de DNA entre dois nucleossomos.
llustracdo: Simone Cristina Méo Niciura.

et al., 2012), codificadas por genes diferentes da contrapartida can6-
nica. As principais variantes de histonas sao:

H2A.X — Difere da histona H2A na cauda-C, na qual uma serina
na posicao 139 pode ser fosforilada, transformando-se em y-H2A X;
variante que se localiza em quebra de dupla fita e marca o DNA para o
reparo.

H2A.Z - Presente em promotores e em sitios de inicio de trans-
cricdo; associada a regides livres de nucleossomos.

MacroH2A - Presente no cromossomo X, € inativo em mamiferos.

CEMP-A ou CenH - Inserida em sequéncias centroméricas
altamente competitivas; componente do cinetdcoro.

CenH3 - Inserida em sequéncias centroméricas altamente repe-
titivas; componente do cinetdcoro.

H3.3 — Participacao no estabelecimento de heterocromatina em
regides pericentroméricas.

H3t — Participacado na substituigao de histona por protamina na
cromatina espermatica.
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Essas variantes de histonas alteram o0 empacotamento do DNA e
promovem mudanca da topologia da fibra de cromatina, estabilizando-a
(por exemplo, H3.3) ou tornando-a menos estavel (por exemplo, H3t).

Conformacao ou acessibilidade da cromatina
e posicionamento dos nucleossomos

Tanto a estrutura em alta ordem da cromatina quanto a organiza-
¢ao dos nucleossomos influenciam o acesso dos fatores de transcricao
as sequéncias alvo no DNA (BALLARE et al., 2013). As modificacoes
de conformacao da cromatina restringem, por compactacao, ou facili-
tam, por descompactacdo ou abertura, o acesso do DNA aos fatores
de transcricado e a maquinaria de transcrigdo. Em consequéncia disso,
silenciam ou ativam a expressao génica.

Ha varias camadas de organizacao da cromatina no nucleo de uma
célula mamifera a partir de sua composicao mais bésica (a sequéncia
do DNA e o enovelamento nos nucleossomos). A estrutura primaria da
cromatina consiste (SAJAN; HAWKINS, 2012; ZHOU et al., 2011):

e No estado de metilagdo do DNA.
¢ Nas modificacoes das histonas.

* Na organizacao de vérios nucleossomos em fila, de maneira a
formar uma fibra de 11 nm de didmetro.

Em seguida, a inclusao das histonas H1 leva a formacao de uma
fibra em zigue-zague mais condensada, com 30 nm de didametro (estru-
tura secundaria) (SAJAN; HAWKINS, 2012). A estrutura de alta ordem
da cromatina é formada pelas dobras (loops) de cromatina mediadas
pelas interacdes de proteinas nao histbnicas em regides gendémicas
distais (estrutura terciaria), as quais permitem a aproximacao fisica entre
elementos distais e proximais, e pelo posicionamento tridimensional
dos dominios de cromatina em relacdo a lamina nuclear no interior do
nucleo (estrutura quaternaria) (SAJAN; HAWKINS, 2012).

As regides transcricionalmente ativas (eucromatina) localizam-
-se mais distantes da lamina nuclear em relacao as regides silenciosas
(heterocromatina), e as modificagcdes epigenéticas também impactam
na estrutura em alta ordem da cromatina, por alterarem as proprie-
dades quimicas das histonas e de certas bases do DNA (SAJAN;
HAWKINS, 2012).
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A determinacao do posicionamento dos nucleossomos depende
da combinacao entre sequéncia do DNA, enzimas remodeladoras do
nucleossomo dependentes de ATP e fatores de transcricao (maquinaria
de RNA polimerase Ill) (STRUHL; SEGAL, 2013). Algumas sequéncias
do DNA (como AA/TT/AT/GC a intervalos de 10 bp), que sdo mais
"dobraveis”, permitem que a fita adquira a curvatura necesséria para
acomodar os nucleossomos cuja estabilidade também é aumentada
pelo estado de metilagao do DNA (SAJAN; HAWKINS, 2012; ZENTER,;
HENIKOFF, 2013). Além disso, a posi¢cado do DNA no nucleossomo afeta
a metilacao daquele, pois as metiltransferases de DNA (DNMTs) tém
preferéncia pelo DNA ligado ao nucleossomo que, em consequéncia, €
mais metilado que o DNA adjacente.

O posicionamento do nucleossomo pode ocorrer a intervalo per-
feito (~147 bp), parcial (preferéncia por algumas localizagdes) ou sem
padrao (pode ocupar qualquer posicao gendémica) (STRUHL; SEGAL,
2013). A localizacao precisa do nucleossomo +1 (primeiro nucleossomo
apos o sitio de inicio de transcricdo — TSS) é um fator determinante do
padrdo de posicionamento dos nucleossomos, pois ha relagdo entre
0 posicionamento do nucleossomo +1, o TSS e o complexo de pré-
-iniciacdo da transcricdo (STRUHL; SEGAL, 2013).

Dependendo dos niveis de expressao génica, o posicionamento
dos nucleossomos difere (VAVOURI; LEHNER, 2012). Em humanos,
somente os promotores amplos — que iniciam a transcricao a partir de
uma regiao maior que 4 bp e sao regulados por ilhas CpG — possuem
associacao significativa com o posicionamento e a modificacao dos
nucleossomos (NOZAKI et al., 2011; VAVOURI; LEHNER, 2012). Ja o
alinhamento dos nucleossomos — bem mais ordenado nos promotores
amplos — pode ser necessério para criar uma regiao livre de nucleos-
somo que antecede ao TSS, de modo a conferir acessibilidade do DNA
aos fatores de transcricao (NOZAKI et al., 2011).

As regides livres de nucleossomos séao sensiveis a digestao por
DNasel e chamadas de sitios hipersensiveis & DNasel (BALLARE et al.,
2013). Geralmente, 0os nucleossomos sao enriquecidos nos éxons e
preferencialmente localizados nas regides intron-éxon ou éxon-intron
(ZHANG et al., 2010) e depletados em muitos enhancers, promotores
e regides de terminacdo da transcricao (STRUHL; SEGAL, 2013).

Além do posicionamento e da ocupacao por nucleossomos, a taxa
de renovagao (turnover) de nucleossomos — mais alta em promotores
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e mais baixa em corpos génicos — também participa da regulacdo da
expressao génica e da delimitacdo dos estados de cromatina. Cada
ciclo de turnover de nucleossomos apaga as modificagdes de histonas
de um determinado local e a supressao do turnover evita o inicio espurio
da transcricdo em corpos génicos (ZENTER; HENIKOFF, 2013). A trime-
tilacao da histona H3 no residuo de lisina 36 (H3K36me3), estabelecida
pela metiltransferase SET2, impede o turnover de nucleossomos.

Modificacoes do DNA
Metilacao do DNA

A metilacado do DNA é um tipo de modificagdo quimica do
DNA - que ¢é herdavel e pode ser estabelecida e removida sem mudar
a sequéncia original do DNA. Ela participa:

¢ Na regulacao da expressao génica (ativagédo e silenciamento).

¢ Na manutencéo da identidade celular (BLOMEN; BOONSTRA,
2011).

¢ Na regulacao da maioria dos genes imprinted (FEIL; BERGER,
2007).

¢ Na inativacdo de elementos de transposicao.
¢ No silenciamento de elementos repetitivos.
¢ Na estabilidade cromossémica.

e Como um sinal epigenético de memdria, transmitido durante
a replicacao do DNA (PAULSEN et al., 2008).

A metilagcdo do DNA, ou melhor, a metilacdo de uma citosina loca-
lizada em posigao 5" a um residuo de guanina (dinucleotideo CpG, ou
seja, citosina ligacao fosfato guanina) na sequéncia do DNA, ¢ a principal
marca do silenciamento génico epigenético em mamiferos. O principal
mecanismo que guia o estabelecimento do padrdo de metilagdo é um
fator em cis, ou seja, a propria sequéncia do DNA (BIRD, 2011).

A metilagao ocorre por meio da adicao, por ligacao covalente, de
um grupamento metil (-CH,) na posicédo 5 do anel pirimidico de uma
citosina, transformando-a em 5-metil-citosina (5mC) (Figura 2). Assim,
a metilagcdo é uma modificagdo pds-sintética, a medida que os nucle-
otideos s6 sdo modificados apds terem sido incorporados ao DNA.
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A 5mC é considerada o “quinto nucleotideo” e constitui cerca de 1%
de todas as bases de DNA (TOST, 2010).

Citnsina S-metil-citosina
Figura 2. Metilacdo do DNA: adicao de um grupamento metil
(-CH,) na posicao 5 do anel pirimidico de uma citosina, pela
enzima metiltransferase de DNA (DNMT), transformando-a
em 5-metil-citosina.
llustracao: Simone Cristina Méo Niciura.

O DNA é metilado (Figura 2) por meio da agao das metiltransfera-
ses de DNA (DNMTs). Na metilagao, o doador universal do grupamento
metil € a S-adenosil-L-metionina (SAM), sintetizada a partir de doadores
de metil (metionina e colina) e co-fatores (acido félico, vitamina B12 e
fosfato de piridoxal) (TOST, 2010). As DNMTs catalisam a transferéncia
de um grupo metil da SAM para a citosina. Em mamiferos, ja foram
identificadas trés familias de metiltransferases de DNA: a) DNMTT,
composta pelas isoformas somaéaticas DNMT1s (190 kDa) e oocitéria
DNTM1o (175 kDa); b) DNMT2; ¢c) DNMT3, composta pelas DNMT3A,
DNMT3B e DNMTS3L.

A DNMT1 é a enzima envolvida na manutencdo dos padroes
de metilagao a cada replicacdo do DNA e metila, preferencialmente,
o DNA hemimetilado (Figura 3a). A DNMT1o, especifica do gameta
feminino (odcito), parece ser importante na manutencao do padrao de
imprinting na segunda onda de desmetilagcdo global do genoma, que
ocorre ap6s a fecundacao (ver Capitulos 6 e 7) (FAULK; DOLINQY,
2011; RIVERA; ROSS, 2013).

A DNMT2, que parece ter pouca atividade in vitro de metilagdo do
DNA, tem fungéo de metiltransferase especifica de t-RNA (PAULSEN
et al., 2008).
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As DNMT10 e DMNT3B tém atividade de metilagcédo de novo
durante a embriogénese (Figura 3b); a DNMT3A esta associada a
heterocromatina (BLOMEN; BOONSTRA, 2011); e a DNMT3L est4
envolvida no desenvolvimento da linhagem germinativa (TOLLE-
FSBOL, 2004) e aumenta a atividade das DNMT3A e DNMT3B
(RIVERA; 2013).

5 oy Femnd = L £
A r m M
=

'< Replicacao

Metilagao de novo

Figura 3. Acdo das metiltransferases de DNA (DNMTs) na
fita de DNA (em roxo) e nas metilacoes (circulos alaranjados).
A) Manutencao de metilacdo: apds a replicacao do DNA nas
divisbes celulares, a DNMT1 promove a metilagcao da fita de DNA
hemimetilada; B) Metilacdo de novo: as DNMT3A e as DNMT3B
promovem metilacdo de uma dupla-fita de DNA nao metilada.
llustracao: Simone Cristina Méo Niciura.

Existe uma DNMT especifica do gameta feminino (odécito),
a DNMTo, que parece ser importante na manutengao do padrao de
imprinting na segunda onda de desmetilacdo global do genoma, o qual
ocorre apo6s a fecundacao (Capitulos 6 e 7) (FAULK; DOLINOY, 2011;
RIVERA; ROSS, 2013). A DNMT2 parece ter pouca atividade in vitro
de metilagdo do DNA e tem funcao de metiltransferase especifica de
t-RNA (PAULSEN et al., 2008).

As enzimas que promovem a desmetilacdo do DNA sao menos
conhecidas. A desmetilagdo pode ocorrer de maneira passiva, pela
replicacgdo do DNA na auséncia de DNMT1, ou de maneira ativa,
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por processos enzimaticos. Na auséncia de SAM, a desaminacao da
citosina metilada em timina induz a um processo de reparo, envol-
vendo a glicosilase e a AID citidina desaminase, que pode levar a
desmetilacao. A desmetilacdo ativa também ocorre por oxidacao da
5mC em 5-hidroxi-metil-citosina (56hmC) pelas dioxigenases da familia
ten-eleven translocation (Tet 1, 2 e 3) (GU et al., 2011).

Silenciamento génico

Na regido promotora de genes, a metilacdo do DNA ests
relacionada ao silenciamento génico (ENRIGHT et al., 2003), e 88%
dos promotores ativos sao regulados por metilacdo (TOST, 2010).
O silenciamento génico, mediado por metilacado, pode ocorrer de duas
maneiras (MUTHUSAMY et al., 2010), conforme mostra a Figura 4:

Silenciamento direto — Quando a prépria metilagdo do DNA
impede a ligagao de fatores de transcricdo ou afeta o estado de con-
densacao e a estrutura da cromatina.

Silenciamento indireto — Quando a metilagdo do DNA promove
o recrutamento de proteinas ligadoras de metil (MBP) que formam

o

eesss— Rogqiio codificadora i Regifo codificadara
Promotor 4

Gene ativo Gene inativo

L
R

i Regido codificadora

Figura 4. Silenciamento génico mediado por metilagdo do DNA.
A) Mecanismo direto: a metilagao do DNA (pirulitos alaranjados)
impede a ligacao de fatores de transcricdo (FT) e o acoplamento
da maquinaria de transcricdo ao promotor, promovendo o silen-
ciamento génico; B) Mecanismo indireto: a metilacdo do DNA
recruta proteinas ligadoras de metil (em rosa) que formam com-
plexos repressores (R) no promotor, que suprimem a expressao
do gene. TSS = sitio de inicio de transcricéo.

llustracao: Simone Cristina Méo Niciura.
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complexos repressores. E 0 mecanismo mais comumente usado para
o silenciamento génico.

A maioria das citosinas em CpG, principalmente em regides
repetitivas, elementos de transposicao e regides intergénicas é cons-
tantemente metilada, e o DNA é mantido em estado de heterocroma-
tina, garantindo a estabilidade genbmica e evitando a ocorréncia de
insergoes, translocagdes e recombinacdes. Nessas regides, a citosina
metilada sofre altas taxas de mutacao, pois ela é convertida em timina
por desaminacéao hidrolitica espontanea (SHEN et al., 1994).

Por sua vez, citosinas ndo metiladas — que nao sofrem altas taxas
de mutacdo espontanea — aparecem em clusters CpG localizados em
sequéncias regulatérias de genes. Esses clusters, chamados de ilhas
CpG, sdo mantidos livres de metilacao, facilitando o estabelecimento
de uma estrutura de cromatina aberta e a promogao do inicio da trans-
cricdo. Assim, as ilhas CpG sdo marcos gendmicos que compreendem
0os promotores da maioria dos genes (ILLINGWORTH et al.,, 2010).
As regides adjacentes (até 2 kb) as ilhas CpG também sao reguladas
por metilagdo do DNA e sdao chamadas de CpG shores. Essas CpG
shores estédo associadas ao controle da expressao génica especifica de
tecido que ocorre durante a diferenciacéo tecidual normal (IRIZARRY
et al., 2009).

A primeira caracterizacao das ilhas CpG foi feita por Gardiner-
-Garden e Frommer (1987), que descreveram que uma ilha CpG
deve conter mais de 50% de contetdo G+C, razdo GC observada/
GC esperada maior que 0,6 e tamanho minimo de 200 bp. Apds o
sequenciamento do genoma de mamiferos, foi observado que essa
definicao de ilhas CpG englobava sequéncias que nao sao associadas
a regides promotoras, mas a elementos repetitivos. Assim, Takai e
Jones (2003) desenvolveram um critério mais rigoroso para detectar
ilhas CpG funcionais:

¢ O conteudo G+C deve ser superior a 55%.
e Arazado GC observada/GC esperada, superior a 0,65.
e O tamanho minimo de 500 bp.

Essa definicdo inclui quase todas as ilhas CpG regulatérias e
exclui aquelas associadas a elementos repetitivos (PAULSEN et al.,
2008). H& também um algoritmo que foi desenvolvido para detectar
ilhas CpG, o CpGcluster, o qual se baseia na distribuicao da distancia
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fisica entre dinucleotideos CpG vizinhos no cromossomo e nao consi-
dera o contelido G+C, o tamanho e nem a fracdo CpG para identificar
uma ilha CpG (HACKENBERG et al., 2006).

Ferramentas estatisticas disponiveis on-line, como o MethPrimer!
(LI; DAHIYA, 2002) e 0 Emboss?, podem ser usadas para identificar as
ilhas CpG em genes de interesse. Diferentemente da metilagdo das
ilhas CpG, em regides promotoras que levam ao silenciamento génico,
os altos niveis de metilacdo de DNA no corpo dos genes tendem a
estar associados a genes ativamente transcritos (WU et al., 2012).

Proteinas ligadoras de metil (MIBP)

Ha vaérias proteinas que interagem com especificidade a bmC e
regulam a expressao génica de maneira indireta, como as proteinas
de dominio de ligagdo metil-CpG (MBP), que podem ser consideradas
como intérpretes do sinal covalente do DNA. Em muitos casos, essas
proteinas exercem papel de ponte entre o DNA e as modificacdes da
cromatina, além de servirem como moduladores da transcricao génica.
Em mamiferos, as MBP sao divididas em trés familias estruturalmente
diferentes (FOURNIER et al., 2012):

a) Familia MBD (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 e MBD4), que
se ligam, simetricamente, a dinucleotideos CpG metilados via dominio
MBD:

e A MeCP2 est4 associada a represséao transcricional, pois recru-
ta enzimas desacetilases de histonas (HDACs) e associa-se a
DNMT1, e a regulacdo da conformacdo de cromatina de alta
ordem.

e A MBD1 mantém a metilacdo em H3K9 em locos metilados,
0 que assegura a heranca do estado de metilagao, e contribui
na formacado da heterocromatina, ao interagir com a proteina
1 associada a heterocromatina (HP1). A MBD2, assim como a
MeCP2, associa-se a DNMT1.

e A MBD2 associa-se a DNMTT.

e A MBD3 possui uma mutacao e nao interage com b5mC
em humanos. E em outras espécies mamiferas interage com

" Disponivel em: <http://www.urogene.org/methprimer/index1.html>.
2 Disponivel em: <http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/>.
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remodeladores de cromatina dependentes de ATP e HDACs e
participa na manutencao de imprinting.

e A MBD4 esta envolvida no reparo de DNA e na desmetilagédo
do DNA por glicolisacao e excisao de base.

b) Proteinas Kaiso (ou ZBTB33) e semelhantes a Kaiso (ZBTB4;
Z/BTB38), que se ligam a sequéncias consenso ndo metiladas:

e A proteina Kaiso interage com o complexo co-repressor NCoR,
cujo recrutamento é necessario na hipoacetilacdo de histonas
e na metilagdo de H3K9 no promotor de genes alvo.

e A ZBTB38 interage com os co-repressores CtBPS que repri-
mem a transcricao num processo independente de metilagéo.

c) Proteinas de dominio SRA, dominio associado a Set e Ring
(UHRF1 e UHRF2), ligam-se a H3K9 trimetilada (H3K9me3) pelo domi-
nio TTD; ao DNA metilado pelo dominio SRA; e possuem atividade de
E3 ubiquitina quinase pelo dominio RING:

e A UHRF1 reconhece e liga-se a arginina 2 da histona H3
(H3R2) ndo modificada, estd envolvida na formacdo da
heterocromatina pericentromérica, contribui para a memoria
epigenética (manutencao do padrao de metilacao do DNA da
célula-mae para as células-filhas durante as divisoes celulares)
pelo recrutamento de DNMT1 e participa na manutengao de
marcas de histonas.

Assim, o processo de metilacdo e de desmetilacdo do DNA ¢é
controlado pela acao de trés classes de enzimas e de proteinas:

¢ As metiltransferases de DNA.

* A maquinaria de desmetilacao.

e As proteinas que interagem com 5mC e DNMT.

A metilacdo do DNA esté relacionada com as modificagcdes da

cromatina, e as enzimas que modificam o DNA interagem com as
enzimas que modificam as histonas (PAULSEN et al., 2008).

A metilagao do DNA é mecanicamente e funcionalmente ligada a
outros mecanismos epigenéticos, principalmente a metilagao de lisina
nas histonas: a metilacado do DNA é correlacionada com a auséncia de
metilacdo de H3K4 e, mais fracamente, com a presenca de metilagao
de H3K9. Além disso, a metilacao de DNA ¢ antagonista da variante de
histona H2A.Z (FOURNIER et al., 2012).
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Outras modificacoes do DNA

A 5hmC (Figura 5), produto da oxidacado da 5mC pelas enzimas
da familia Tet, € uma intermediaria da desmetilacdo ativa do DNA que
se acumula com a idade (SONG et al., 2012) e j4 foi detectada no cére-
bro e em células-tronco embrionarias, mas esta ausente em linhagens
celulares de cancer (LEE et al., 2011).

Além de ser um produto da desmetilacao ativa, a 5hmC também
promove desmetilacao, pois evita a metilacao de citosina por DNMTT1,
levando a desmetilacdo passiva durante as divisdes celulares; ainda
em decorréncia da sua baixa afinidade por MeCP2, MBD1, MBD2 e
MBD4, resulta na ativacao da transcricao de genes (DAHL et al., 2011).
A 5hmC é mais frequentemente encontrada em sequéncias ricas em

()
o N0 NH.

Citosina {C) N
o~ "*ﬁ M
. M O
S M <5 H
H

S-metil-citosina (SmC)

a

NH,

S-carboxil-citosina (ScaC)
M

Oﬁ NH,
H S N on
(H\/L'o ﬂ - Lr,:r

S-formil-citosina (3fC) S-hidroxi-metil-citosina (ShmC)

Figura 5. Modificagbes de citosina no DNA. A citosina (C) é
modificada em 5-metil-citosina (5mC) pelas metiltransferases de
DNA (DNMTs); a 5mC é modificada em 5-hidroxi-metil-citosina
(5hmC), 5-formil-citosina (5fC) e 5-carboxil-citosina (5caC) pelas
dioxigenases da familia ten-eleven translocation (Tet). A 5caC é
removida por cascata de descarboxilacao.

llustracao: Simone Cristina Méo Niciura.
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G e em regides imediatamente adjacentes a sitios de ligacdo de fatores
de transcricdo, e 50% das 5hmCs estdo localizadas em elementos
regulatérios distais, como sitios de ligagao de p300, enhancers, sitios
de ligacdo de CTCF e sitios de hipersensibilidade a DNasel (SONG
etal.,, 2012; YU et al., 2012).

Mais recentemente, outras modificacdes de citosina, interme-
diarias da desmetilagdo de 5mC produzidas pela Tet, foram descritas
(Figura b):

e b5-formil-citosina (5fC), dez vezes menos frequente que a 5hmC.

e bH-carboxil-citosina (5caC), dez vezes menos frequente que a
5fC.

Essas modificacbes diminuem a velocidade de transcricao pela
RNA polimerase Il, e a presenca de 5fC é mais frequente em ilhas CpG
de promotores e de éxons (SONG et al., 2012).

Modificacoes epigenéticas do RNA

Além das modificacoes do DNA, ja foram descritas mais de 100
tipos de modificagbes epigenéticas no RNA, a maioria em tRNA e em
rBNA. A metil-6-adenosina (m8A) é a modificacdo mais abundante do
RNA poliadenilado e a mais frequente em mRNA (SONG et al., 2012).
A m°®A é observada em véarios genes, com maior frequéncia no inicio da
3'UTR, além de introns, 5'UTR, éxons, juncdes de splicing, RNAs nao
codificadores (ncRNAs) e regides intergénicas (SALETORE et al., 2012).

A m°PA inibe a edicdo do RNA, pois regula o processamento do
RNA em transcrito maduro e, por se apresentar em grande quantidade
proxima ao coédon de terminacgéo (stop cédon), pode regular a termina-
cao da traducao (SALETORE et al., 2012).

Consideracoes finais

Entre os tipos de modificacdes epigenéticas que afetam a con-
formacao da cromatina, destacam-se o posicionamento dos nucleos-
somos formados por duas copias de cada uma das histonas H2A, H2B,
H3 e H4, o estado de compactacao, a estrutura de enovelamento da
cromatina, compostos por duas copias de cada uma das histonas H2A,
H2B, H3 e H4, e a metilacdo do DNA. Enquanto numa determinada
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regiao do DNA a auséncia de nucleossomos torna essa sequéncia mais
acessivel aos fatores de transcricdo e mais transcricionalmente ativa,
a metilacdo do DNA na citosina (5mC) de sitios CpG, promovida pelas
metiltransferases de DNA (DNMTs), é a principal marca de silencia-
mento génico.
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Introducao

Conforme visto no Capitulo 2, as histonas sao constituintes dos
nucleossomos que afetam, diretamente, a estrutura da cromatina e
apresentam sitios para modificagdes pds-traducionais e superficie para
a interacdo com outras proteinas. As modificagdes de histonas estao
ligadas, essencialmente, a todos 0s processos celulares que requerem
0 acesso ao DNA (ZENTER; HENIKOFF, 2013):

e Condensacio.

¢ Transcricao.

Replicacao.

¢ Reparo.

Assim, além da metilacdo do DNA, o estado de condensacéo da

cromatina € a regulagao da expressao génica também sao determina-
dos pelas modificagdes nas histonas (Figura 1).

@ Acetilagéo
. Metilagéo
. Fosforilagao
'ﬁ Ubiquitinagéo

Figura 1. Residuos de arginina (R), histidina (H), lisina (K), serina (S) e
treonina (T) nas histonas (em roxo) H2A, H2B, H3 e H4, modificados por
acetilagao, metilacao, fosforilagdo e ubiquitinacdo. Metilacdo do DNA (em
alaranjado) enovelado nas histonas.

Fonte: modificado de Spivakov e Fisher (2007).
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Por sua maior acessibilidade ao nucleossomo (cauda-N), a re-
giao aminoterminal das histonas é o sitio mais sujeito a modificagcoes
pos-traducionals, que podem ser, principalmente, de metilacao, aceti-
lagéo, fosforilacdo e ubiquitinacdo. A maioria das modificagbes de his-
tonas consiste na adicao de pequenos grupamentos quimicos, exceto
a ubiquitinacao, que envolve a adicao de um dominio globular de 76
aminoécidos, e a SUMOilacado, com adi¢cdo de um dominio de ~100
aminoécidos (ZENTER; HENIKOFF, 2013). As modificacdes mais es-
tudadas sao a acetilagdo, de natureza transitéria, € a metilagado, marca
celular de longa duracéao, de residuos de lisina na cauda aminoterminal
das histonas H3 e H4 (IACOBUZIO-DONAHUE, 2009).

As modificagdes de histonas podem ocorrer em varios sitios e
ja foram descritos mais de 60 residuos de aminoacidos com modifica-
coes, algumas delas mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Residuos de lisina (K), serina (S) e arginina (R) na cauda aminotermi-
nal das histonas H2A, H2B, H3 e H4, modificados por acetilagdo, metilacao,
fosforilacdo e ubiquitinacéo.

H2A K:be9 - S:1 K: 119
H2B K:b5, 12,15 e 20 - - K: 123
H3 K:9,14,18e 23 K:4,9,27,36¢e79 S:10e 28 -
R:2,17 e 26
H4 K:5,8,12e 16 K: 20 S:1 -
R: 3

Fonte: modificado de Whitelaw e Garrick (2005).

Acetilacao e desacetilacao de histonas

O aminoacido que sofre monoacetilagao (ac) é a lisina (Figura 2)
em histona H2A, H2B, H3 e H4 (NIGHTINGALE et al., 2006). A ace-
tilagcdo de histonas neutraliza a carga positiva nos residuos de lisina,
enfraquecendo as interagdes eletrostaticas entre as histonas e o
esqueleto fosfato do DNA, o que favorece a expressao génica. Além
disso, a acetilacdo de histonas promove o recrutamento € a ligacdo de
proteinas regulatorias.
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O, . (0]
Acetil- H
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e  Acetato H,0 SO
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Figura 2. Acetilacao de lisina (Kac) pelas acetil-
transferases de histonas (HATs) e desacetilacdo
pelas desacetilases de histonas (HDACs).
llustracdo: Simone Cristina Méo Niciura.

A acetilagao de lisina nas histonas H3 e H4 esta correlacionada
com a cromatina ativa ou aberta, pois permite que varios fatores de
transcricdo tenham acesso aos promotores génicos (IACOBUZIO-
-DONAHUE, 2009). Assim, a acetilacdo da lisina (K) 5 na histona H4
(H4Kbac) reflete o estado total hiperacetilado da histona H4, e a acetila-
cao de H3K9 e de H3K14 ocorre na regiao promotora de genes ativos.
Além da acetilacao de residuos na cauda-aminoterminal, ja foi descrita
a acetilagcdo de uma lisina no dominio globular da histona H3: H3K56ac
(KOUZARIDES, 2007).

A acetilacdo das histonas é promovida pelas enzimas acetiltrans-
ferases de histonas (HATs), também chamadas de acetiltransferases
de lisina (KATs), enquanto a desacetilagao é feita pelas desacetilases
de histonas (HDACs), conforme mostra a Figura 2 (ALLIS et al., 2007,
IACOBUZIO-DONAHUE, 2009).

Geralmente, as HATs modificam mais do que uma lisina, e varias
HATs fazem parte de grandes complexos multiproteicos reguladores
da transcricao. A Tabela 2 mostra as principais HATs de humanos, seus
substratos de histonas e suas funcoes.

As HATs sao coativadores transcricionais que nao se ligam,
diretamente, ao DNA, mas a ativadores, como as proteinas de bro-
modominios, as quais se ligam a residuos especificos de lisinas nas
histonas (ABCAM, 2011; KOUZARIDES, 2007):

e ATAD2 (H3K14ac).
e BRD2,3,4,7 (H3ac, H4ac).
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Tabela 2. Modificacdes de acetilagdo em residuos de lisina (K) das histonas
H2A, H2B, H3 e H4, substratos para as acetiltransferases de histonas (HATs)
em humanos e suas fungodes.

HAKb, H4AK12

H3K9, H3K14,
H3K18, H2B

H3K9, H3K14,
H3K18, H2B

H2AK5, H2BK12,

H2BK15

H2AK5, H2BK12,

H2BK15
H3 > H4

H4Kb, H4KS,
H4K12 e H4K16

H3K14
H3K14
H4K5, H4KS,

HA4K12 > H3
HA4K16

H3

H3K9, H3K14,
H3K18

H3, H4
H3, H4
H3, H4
H3, H4

KAT1 (HAT1)
KAT2A (hGCN5)

KAT2B (PCAF)

KAT3A (CBP)

KAT3B (P300)

KAT4 (TAF1)

KAT5 (TIP60 ou
PLIP)

KAT6A (MOZ ou
MYST3)

KAT6B (MORF ou
MYST4)

KAT7 (HBO1 ou
MYST2)

KAT8 (HMOF ou
MYST1)

KAT9 (ELP3)
KAT12 (TFIIC90)

KAT13A (SRC1)
KAT13B (ACTR)
KAT13C (P160)
KAT13D (CLOCK)

Deposicdo de histona, reparo de DNA

Ativagao da transcricao

Ativagao da transcricao

Ativacao da transcricdo

Ativacao da transcricao

Ativacao da transcrigao

Ativacao da transcrigao

Ativacao da transcrigao

Ativagao da transcrigao

Transcricéo, replicacao

, reparo de DNA

do DNA

Limites de cromatina, compensacao de
dosagem, reparo de DNA

Transcricdo por DNA polimerase |l

Ativacao da transcrigao
Ativacao da transcrigao
Ativacao da transcrigao

Ativacao da transcrigao

M Os sinénimos pelos quais as HATs também sao conhecidas encontram-se entre parénteses.

Fonte: Allis et al. (2007).
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e BRDT (H4Kbac, H4K8ac, H3K18ac).

e CBP/p300 (H3ac, H4ac, H3K36ac, H4K20ac).

e GCNb (H4K16ac).

e hBRG1 (H3K14ac).

e PB-2 (H3K14ac).

e P/CAF (H3ac, H4ac, H4K16ac).

e Polybromo/BAF180 (H3ac).

e TAF1 (H3ac, H4ac).

e TRIM24 (H3K23ac).

Ha aproximadamente 18 familias de HDACs (COPELAND et al.,
2009), que geralmente parecem nao apresentar muita especificidade
para um residuo de lisina acetilada em particular (KOUZARIDES, 2007).
Entretanto, ha enzimas especificas, como (ABCAM, 2011):

e SIRT4 para H4K16.

e SIRT6 para H3KO9.

e HDAC1 e HDAC2 para H3K56.

Metilacao e desmetilacao de histonas

Os aminoacidos sujeitos a modificacdo por mono- (mel), di-
(me2) e trimetilacdo (Mme3) de histonas séo lisina (mel, me2 e me3)
e arginina (mel1 e me2), conforme é mostrado na Figura 3 (NIGHTIN-
GALE et al., 2006). A metilagdo n&o altera a carga do aminoacido, mas
promove uma modificacdo quimica (grupamento metil) que aumenta a
hidrofobicidade e a basicidade, o que leva & maior afinidade por molé-
culas aniénicas, como o DNA, e ao maior recrutamento e ligacao de
proteinas regulatorias.

As proteinas ligadoras de metil de histonas (HMBPs), do inglés
histone methyl-binding proteins, promovem o recrutamento de outras
proteinas regulatérias associadas a cromatina, como proteinas PHD,
Polycomb e proteina 1 associada a heterocromatina (HP1), que man-
tém a metilacdo de H3K9. Além disso, as chances de transcricdo sao
aumentadas pela interacdo das histonas metiladas com as proteinas de
cromodominios (Tabela 3).

Em decorréncia de suas caracteristicas e das variacdes nas pro-
teinas recrutadas, a metilacdo de histonas pode promover a repressao
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Figura 3. Metilacao de lisina e arginina pelas metiltransferases de proteinas que
transferem um grupo metil (-CH,) do doador universal S-adenosil-L-metionina
(SAM), resultando no aminoacido metilado e no produto S-adenosil-L-homo-
cisteina (SAH): A) mono- (Kmefl), di- (Kme2) e trimetilacdo de lisina (Kme3)
pelas metiltransferases de lisina (PKMTs); B) mono- (Rmel) e dimetilacao
assimétrica (Rme2a) ou simétrica de arginina (Rme2s) pelas metiltransferases
de arginina (PRMTs).

llustracdo: Simone Cristina Méo Niciura.

ou a ativagao génica, dependendo de qual residuo de aminoéacido &
modificado. Por exemplo, a metilacdo de H3K4, H3K36 € H3K79 pro-
voca ativacao génica, enquanto a metilacao de H3K9, H3K27 e H4K20
promove silenciamento (SEGA et al., 2007; TALASZ et al., 2005).

A metilagdo das histonas & promovida pelas metiltransferases
de proteinas (PMTs), que provocam a metilacao de residuos de lisina
(metiltransferases de lisinas ou PKMTs) ou arginina (metiltransferases
de argininas ou PRMTs) pela transferéncia de metil do doador universal
S-adenosil-L-metionina (SAM), resultando no subproduto S-adenosil-
-L-homocisteina (SAH) (Figura 3); j& a desmetilagdo é promovida pelas
desmetilases (COPELAND et al., 2009) (Tabela 3).

Com excecdo da DOTIL, todas as PKMTs humanas contém
um dominio catalitico de 130 aminoéacidos, chamado de dominio SET.
O enhancer of zeste homologue 2 (EZH2 ou KMTB6) é uma proteina de
dominio SET que forma a subunidade catalitica do complexo repressivo
Polycomb 2 (PRC2), que metila H3K27 (COPELAND et al., 2009).

49

Epigenética_ed01_2014.indd 49 20/08/2014 11:36:42



EPIGENETICA

Tabela 3. Modificacdes de metilacdo de residuos de lisina (K) e arginina (R)
nas histonas H1, H2A, H3 e H4, substratos para metilltransferases de protei-
nas (PMTs), desmetilases e proteinas regulatérias PHD e de cromodominios

(cromo).
Subs-  pyr 0 Desmetilases PHD Cromo
trato
H1K25 KMT1C (G9a ou KDM4D (JMJD2D) = =
EHMT2)
KMT1D (EHMT1)
KMT6 (EZH2)
H1K186 KMT1C (G9a ou - - -
EHMT2)

KMT1D (EHMT1)
H2AR3 PRMT6 = = =
H2AR11 PRMT1 = = =

PRMT6

H2AR29 PRMT1 - - -
PRMT6

H3R2  PRMT4 (CARM1) JMJD6 . .
PRMT6

H3K4  KMT2A (MLL1) KDM1 (LSD1 ou BHC110) ~ BPTF/dm-  CHD1
KMT2B (MLL2) KDM2A (JHDM1a ou NURF301 hMRG15
KMT2C (MLL3) FBXL11) ING1,2345 PHF20L1
KMT2D (MLL4) KDM2B (JHDM1B) KIAA1718
KMT2E (MLL5) KDMBA (JARID1A ou RBP2)  Lid
KMT2F (SETD1A) KDMSB (JARID1B ou PLU1) PHF2,8
KMT2G (SETD1B)  KDMSC (JARID1C ou PHO23
KMT2H (ASH1) SMCX) Pygo
KMT3E (SMYD3) KDMSD (JARID1D ou RAG2
KMT7 (SET7/9) SMCY) TAF3
WHSCIL1 (NSD3)  PHF8 (JHDM1F)
PRDMO NO66

H3R8  PRMT5 - - -

H3K9  KMTIA (SUV39HT)  KDM1 (LSD1ou BHC110)  CHD4 BX1,3,5
KMT1B (SUV39H2)  KDM1B (LSD2) ICBP90 CBX2,4,6,7.8
KMT1C (G9a ou KDMB3A (JHDM2a) (Np95) covi
EHMT2) KDM3B (JHDM2b) JARID1C HP1/spSwie
KMT1D (EHMT1) KDMA4A (JMJD2A ou JHD-  SMCX L3MBTL1/2
KMT1E (ESET ou M3A) MPPg
SETDB1) KDM4B (JMJD2B) PC1/PC2/PC/
KMT1F (CLL8 ou KDM4C (JMJD2C ou LHP1
SETDB2) GASC1) SFMBT
KMTS (RIZ1) KDMA4D (JMJD2D) Tip60

KDM7 (JHDM1D)
PHF8 (JHDM1F)

Continua...
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Tabela 3. Continuacéo.

PMT Desmetilases "

H3R17  PRMT4 (CARM1) = = -
H3R26  PRMT4 (CARM1) - - -

H3K27  KMT1C (G9A ou KDMBA (UTX) - CBX2,4,6,7,8
EHMT2) KDM6B (JMJD3) PC1/PC2/PC/
KMT1D (EHMT1) PHF8 (JHDM1F) LHP1
KMT6 (EZH2) KDM7 (JHDM1D)
KMT6B (EZH1)
WHSC1L1 (NSD3)

H3K36  KMT2H (ASH1L) KDM2A (JHDM1a ou - hMRG15
KMT3A (SETD2) FBXL11) MSL3
KMT3B (NSD1) KDM2B (JHDM1b ou
KMT3C (SMYD2) FBXL10)
WHSC1 (NSD2) KDM4A (JMJD2A ou
SETMAR JHDMBSA)

KDM4B (JMJD2B)
KDM4C (JMJD2C ou

GASC1)
KDM8 (JMJD5)
NO66
H3K79  KMT4 (DOT1L) - - -
H4R3 PRMT1 JMJD6 = =
PRMT5
PRMT6
H4K20  KMTBA (SETDS) PHF8 (JHDM1F) - L3MBTL1
KMT5B (SUV420H1) PHF20L1
KMT5C (SUV420H2) SFMBT
KMT3B (NSD1)
WHSC1 (NSD2)

M Os sindnimos, pelos quais as metiltransferases e as desmetilases também sao conhecidas,
figuram entre parénteses.
Fonte: Abcam (2011), Allis et al. (2007), Copeland et al. (2009) e Histome (2013).

Em parte, a metilagédo de histona afeta a expressao génica por
meio de sua associacao a metilagdo do DNA, uma vez que as proteinas
envolvidas na metilagcado do DNA (DNMTs) também interagem, direta-
mente, com as PMTs (IACOBUZIO-DONAHUE, 2009).

Proteinas regulatorias Polycomb

As proteinas do grupo Polycomb (PcG) sao reguladoras epige-
néticas essenciais para o desenvolvimento normal e a manutencao da
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expressao génica especifica de tecido em organismos multicelulares
(ZHOU et al.,, 2011). As proteinas PcG de mamiferos estao envolvidas
(CASA; GABELLINI, 2012):

e Na memodria celular durante o desenvolvimento e a diferen-
ciagao.

e Na proliferacdo celular.

* No genomic imprinting.

¢ Na inativagdo do cromossomo X em fémeas.

¢ No desenvolvimento de cancer.

As proteinas desse grupo podem desempenhar sua atividade por
interacdes de longa distancia e em diferentes cromossomos, colaboram
com 0S repressores para manter o silenciamento génico e sao contra-
balanceadas pelas proteinas do grupo Tritorax (TrxG), que promovem a
ativacdo génica (CASA; GABELLINI, 2012; DE FELICI, 2011).

As proteinas PcG formam dois complexos multiproteicos princi-
pais: complexos repressivos Polycomb 1 (PRC1) e 2 (PRC2). O PRC1
possui o dominio Ring1B, que é uma ligase de ubiquitina E3, promove
ubiquitinagado de H2AK119 e, assim, evita a elongagao do transcrito e
promove, também, a compactagao da cromatina (BLOMEN; BOONS-
TRA, 2011; CASA; GABELLINI, 2012). O PRC2, via subunidade catali-
tica EZH2, leva a H3K27me3, marca fundamental da ligagao Polycomb
associada ao silenciamento epigenético estavel (ANGEL et al., 2011;
DE FELICI, 2011). O PRC2 também contém a subunidade nao catalitica
embryonic ectoderm development (EED) que interage com as HDACs
(DE FELICI, 2011).

As modificacdes ativas, associadas a ativagao génica H3K4me3
e H3K27ac, sédo reguladas pelo grupo TrxG e facilitam a elongacao
transcricional (BLOMEN; BOONSTRA, 2011).

Outras modificacoes de histonas

Outras possiveis modificacoes de histonas — como fosforilagéo,
ubiquitinagao, SUMOQilacao, ADP-ribosilagao, citrulinagao, biotinilacao e
glicosilagao — sao descritas a seguir.
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Fosforilacao de histonas

A fosforilacdo (ph) de histonas ocorre em serina (S), treonina (T)
e tirosina (Y) (Figura 4) (HISTOME, 2013; NIGHTINGALE et al., 2006)
e transmite uma carga negativa para o residuo modificado. Como o
esqueleto fosfato do DNA possui carga negativa, cria repulsao de car-
gas, 0 que potencialmente enfraguece a associacdo do DNA com as
histonas (ZENTER; HENIKOFF, 2013).

0
i H.C#0. OH™%

HO 0 My s : e 0__@ 0
J} " TR SO A
I NH %, HO ¥ HN  OH

(e 2

3 dP)OH rel-configuration

oo, O

Serina (S) ph Treonina (T) ph Tirosina (Y) ph
Figura 4. Serina (S), treonina (T) e tirosina (Y) fosfori-
ladas (ph).

llustracdo: Simone Cristina Méo Niciura.

A H3S10ph promove ativagao transcricional, e a H3T118ph in-
terfere no enovelamento dos nucleossomos e torna a cromatina mais
acessivel, enquanto a fosforilacdo em H3 e em H1 leva a condensa-
¢cao cromossémica na mitose, e em H2A.XS139ph (ou y-H2A.X) leva
a apoptose. A fosforilagao é feita por quinases, e a desfosforilagao por
fosfatases (Tabela 4).

Tabela 4. Modificacoes de fosforilacdo em residuos de serina (S), treonina
(T) e tirosina (Y) nas histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4, substratos para as
quinases e fosfatases de histonas.

H1T10 GSK3B =

H2AS1 MSK1 (RPSGKAD) -

H2AT119 NHK-1 =

H2AT120 BUB1 -

H2AS139 ATM PPM1D
ATR PPP2CA
PRKDC PPP2CB

PPP4C

Continua...
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Tabela 4. Continuacao.

H2AY142

H2BS14
H3T3
H3S6
H3T6
H3S10

H3T11

H3S28

H3Y41

H3T45
H4S1

EPIGENETICA

WSTF (BAZ1B)

MST1 (STK4)
Haspin (GSG2)
Aurora B (AURKB)
PRKCB

Aurora B (AURKB)
IKK alfa (CHUK)
MSK1 (RPS5KAB)
MSK2 (RPS6KA4)
Pim1

MAP3K8

PAK2

PKU-beta (TLK1T)

ZIP (DAPK3)
PKN1 (DBK)

Aurora B (AURKB)
MSK1 (RPS5KAD)
MSK2 (RPS6KA4)

JAK2
PRKCD
CKlI

EYA1
EYA2
EYA3

PTPN10 (MKP-1)

PPP1 gama

" Os sindnimos, pelos quais as quinases e as fosfatases também sdo conhecidas, estao entre

parénteses.

Fonte: Abcam (2011) e Histome (2013).

Ubiquitinacao de histonas

A monoubiquitinagdo (ub) de histonas ocorre em lisina (K)
(NIGHTINGALE et al., 2006), geralmente em H2A e em H2B. A ubiqui-
tinacdo em corpos génicos ja foi associada a elongacao da transcricao,
enguanto em promotores provoca a repressao da arquitetura da cro-
matina (ZENTER; HENIKOFF, 2013). A H2BK123ub em S. cerevisiae
estd associada ao crescimento mitético e meidtico; em H2BK123ub,
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a ativacao da transcricao;, e em H2AK119ub, ao silenciamento génico.
As reacoes de ubiquitinacao sdo promovidas pelas ligases de ubiquitina
e as de desubiquitinagao, pelas desubiquitinases (Tabela 5).

Tabela 5. Modificacdes de ubiquitinagao em residuos de lisina (K) das histonas
H2A, H2B e H4, substratos para as ligases de ubiquitina e desubiquitinases

de histonas.
H2AK119 Bmi MYSM1
RING1
RING2
H2AK121 RING2 -
H2BK120 RNF20 (BRE1A) -
RNF40 (BRE1B)
RBX1
UBCH6
H4K91 DTX3L (BBAP) =

M Os sindbnimos, pelos quais as ligases também sao conhecidas, estao entre parénteses.
Fonte: Abcam (2011) e Histome (2013).

SUMoilacao de histonas

A mono-SUMOilacdo (sumo) de histonas ocorre em lisina
(NIGHTINGALE et al., 2006) nas histonas H2A, H2B e H4 e foi uma
modificacdo descoberta recentemente em leveduras. SUMO, do inglés
small ubiquitin-related modifier, € similar a ubiquitinacdo e promove
silenciamento quando associado a histona H4. A proteina ligadora de
metil MBD1 também é modulada por um sistema de SUMOilacao
(FOURNIER et al., 2012).

ADP-ribosilacao de histonas

A mono- e poli-ADP ribosilacao de histonas ocorre em glutamina
e lisina das quatro histonas centrais e trata-se de uma marca transitoria
que também transmite carga negativa aos residuos modificados e esté

associada ao afrouxamento da cromatina (NIGHTINGALE et al., 2006;
ZENTER; HENIKOFF, 2013).
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A ADP-ribosilacédo, pela enzima PARP1 (ARTD1), promove a adi-
cao de cadeias poli(ADP-ribose) a proteinas, como as histonas centrais
(H2AK13, H2BK30, H3K27, H3K37 e H4K16), a histona H1 e a vaérias
proteinas nao histdnicas, incluindo fatores de transcricao (MESSNER
et al., 2010; TOLLEFSBOL, 2004).

Citrulinacao, biotinilacao e glicosilacao de histonas

A citrulinacéo (ci), também chamada de desiminagao, ocorre em
residuos de arginina de histonas e € mediada pelas enzimas desimi-
nase de arginina de proteina (PAD). A citrulinagdo participa no processo
de apoptose e evita a metilacdo dos residuos de arginina por outras
metiltransferases, como CARM1 (HISTOME, 2013). A PADI4 promove
a citrulinagao de H2AR3, H3R2, H3R8, H3R17, H3R26 e de H4R3.

A biotinilacdo (bio) de residuos de lisina leva a formacdo de mar-
cas abundantes em regides reprimidas da cromatina (heterocromatina)
e ao silenciamento génico (HISTOME, 2013). A ligase de biotina HLCS
promove a biotinilacdo de H3K9, H3K18, H4K8 e H4K12.

A glicosilacdao em treonina e serina das histonas H2A, H2B e
H4 esta envolvida em repressao génica, comprovada pela diminuicao
da sensibilidade da cromatina a digestao pela nuclease micrococal.
Entretanto, a glicosilacao em H2BS112 esté associada a H2BK120ub e
a ativacao da transcricdo (ZENTER; HENIKOFF, 2013).

Codigo de histonas e estados de cromatina

Em decorréncia da existéncia de varios tipos de marcas de his-
tonas e de inUmeros residuos passiveis de modificacdo nas diferentes
histonas, o numero de combinagcbes possiveis de modificagcdes de
histonas é enorme. Assim, o tipo e o numero de modificagbes que
direcionam uma resposta biolégica sdo denominados de “cdédigo
de histonas”. A hipétese do cédigo de histonas é de que multiplas
modificagbes de histonas especificam funcdes subsequentes Unicas
(NOZAKI et al., 2011).

Entretanto, & importante mencionar que o conceito de cédigo
de histonas ainda nao estd completamente estabelecido, visto que
a combinacdo de modificacbes de histonas nem sempre leva a
respostas diferentes das modificagdes isoladamente e mais de uma
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combinacao de modificagbes pode determinar uma mesma resposta
biolégica (RANDO, 2012).

Considerando o cddigo de histonas, os diferentes aspectos da
expressao génica podem ser associados a diferentes padroes de mo-
dificagcdes. Assim, os diferentes aspectos da expressdo génica sao
associados a diferentes padroes de modificacbes de histonas. A Ta-
bela 6 mostra um sumario do padrao de expressao de um gene (ativo,
inativo ou pausado) (BRETON et al., 2010; DE FELICI, 2011; NOZAKI
et al.,, 2011; ZHOU et al., 2011) e dos niveis de expressao dos genes
ativos (alta, intermediaria ou baixa) (WANG et al., 2008), em funcao das
marcas de histona neles presentes.

Tabela 6. Modificacoes de metilacdo (me) e acetilagado (ac) de residuos de
lisina (K) nas histonas H2B, H3 e H4 e enriquecimento em H2A.Z, associadas
a ativacao (expressao génica alta, intermediaria e baixa), repressao ou pausa
da expressao génica.

Ativacao

Marca de histona ————— Repressao Pausa
Alta Intermediaria EDE]

H2A.Z
H2BK5me1
H2BKbac
H2BK12ac
H2BK20ac
H2BK120ac
H3K4me'1
H3K4me2
H3K4me3
H3K3ac
H3K9me'1
H3K9me2
H3K9me3
H3K9ac X X

X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X

Continua...
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Tabela 6. Continuacao.

Ativacao

Marca de histona ————— Repressao Pausa
Alta Intermediaria Baixa

H3K14ac
H3K18ac X X

H3K27me1 X

H3K27me2

H3K27me3 X X
H3K27ac X

H3K36me3 X

H3K36ac X X

H3K79me1 X

H3K79me2

>

H3K79me3 X
H4Kb5ac
H4K8ac
H4K16ac
H4K20me'1

X X X X X

H4K91ac

As configuragdes especificas de cromatina podem ser determi-
nadas pela sequéncia de DNA, pelos padroes de metilacdo do DNA,
pelos fatores de transcricao, além de outras proteinas regulatérias, e
pela atividade transcricional. As caracteristicas de sequéncia, como ilhas
CpG, promotores e elementos repetitivos, tendem a assumir padroes
caracteristicos de modificacao e estados de cromatina, que facilitam o
reconhecimento pelos fatores de transcricao e pela maquinaria regula-
téria (ZHOU et al., 2011). Assim como o padrdo de expressao génica, a
funcéo de diferentes regides do genoma esta associada a padroes de
modificacdes de histonas (estados de cromatina) (BONN et al., 2012;
DE FELICI, 2011; ZHOU et al., 2011).
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Como definicao para para compreender os estados de cromatina,
0s enhancers ou acentuadores sao elementos de DNA que recrutam
fatores de transcricdo, RNA polimerase |l e reguladores de cromatina de
modo a influenciar, positivamente, a transcricdo de promotores génicos
localizados a jusante (ZHOU et al., 2011). Quando os enhancers sao
reconhecidos na fita de DNA, formam-se dobras que aproximam genes
distantes a regiao de transcricao (SANYAL et al., 2012). Os insulators ou
isoladores blogueiam, fisicamente, o enhancer de modo que o estimulo
nao alcance o gene proximo a ele (SANYAL et al., 2012).

Por dependerem de processos regulatérios locais, os estados
de cromatina variam no contexto celular (ZHOU et al., 2011). Ernst
et al. (2011) mapearam 9 marcas de cromatina (CTCF, H3K4me1,
H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K27me3, H3K27ac, H3K36me3 e
H4K20me1) em 9 tipos celulares e verificaram 15 estados de croma-
tina, que incluiram:

e Promotor ativo.

e Promotor fraco.

* Promotor inativo/pausado.
® [nhancer forte.

® [nhancer fraco/pausado.
® [nsulator.

¢ Transicao transcricional.
* Elongacao transcricional.
e Transcricéo fraca.

® Represséao por Polycomb.
e Heterocromatina.

e Elemento repetitivo/CNV.

Pelo The ENCODE Project Consortium (2012), 7 estados de
cromatina foram preditos em 2 tipos celulares:

e Elemento rico em CTCF (cromatina aberta; papel como
insulator).

* Papel como insulator).
e FEnhancer (cromatina aberta e H3K4me1).

* Regiado flanqueadora de promotor (regiao préxima ao sitio de
inicio de transcricdo — TSS).
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* Regiao de baixa atividade ou reprimida (H3K27me3 Polycomb).

¢ Regido de promotor que inclui o TSS (H3K4me3; cromatina
aberta).

* Regiao transcrita (corpos génicos; H3K36me3).
e [Fnhancerfraco (similar ao enhancer, mas com sinais mais fracos).

Na revisao feita por Zhou et al. (2011), sobre a associacdo entre
elementos gendmicos e modificacoes epigenéticas, foram descritas as
seguintes marcas dos estados de cromatina:

Promotor inativo - H3K27me3, H3K9me3 e metilagdo de DNA.
Promotor pausado — H3K4me3, H3K27me3 e H2A.Z.

Promotor ativo - H3K4me2, H3K4me3, acetilacdo de histonas
e H2A.Z.

Corpos génicos inativos - H3K9me2 e H3K9me3.

Corpos génicos ativos - H3K36me3, H3K79me2 e abundancia
de nucleossomos.

Enhancersinativos — H3K9me2, H3K9me3 e metilagdo de DNA.
Enhancers ativos — H3K3me1, H3K4me2, H3K27ac e H2A.Z.

Vale ressaltar que uma mesma fungao pode ser desempenhada
por diferentes marcas de histona, dependendo do contexto de orga-
nizacao de cromatina na qual elas estéao inseridas. Por exemplo, ja foi
descrita variacao nas marcas de histonas que sao dependentes do tipo
de promotor TATA box ou CpG (NOZAKI et al., 2011) e dos niveis de
expressao génica alta, média ou baixa (VAVOURI; LEHNER, 2012).
Vavouri e Lehner (2012) compararam promotores com ilhas CpG (CpQG)
e promotores sem ilhas CpG (ndo CpG) de genes com alta, média e
baixa expressao, e observaram que, apesar de ambos 0s promotores
apresentarem mesma densidade de éxons e de nucleossomos e mes-
mos niveis de metilacdo do DNA a jusante, as variacbes nas seguintes
marcas de histonas foram observadas:

H3K36me3 (marca de elongacao de transcricao em corpos
génicos) — Acumulo linear em direcao a extremidade 3’ e associada
aos niveis de expressao de genes com promotores CpG e nao-CpG,
mas maior acumulo em promotores ndo CpG no nucleossomo +1 (pri-
meiro nucleossomo apods o TSS).
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H4K20me1, H2BK5me2 e H3K79me1/2/3 (marcas de elon-
gacao em corpos génicos) — Aumentam, rapidamente, em genes
de alta expressdo com promotores CpG, mas aparecem em menores
niveis em genes com promotores nao CpG, nos quais s6 aumentam
em nucleossomos mais distantes do TSS.

H3K9me1, H3K4me2, H3K4me1 e H3K27me1 (marcas de trans-
cricao génica) — Aumentam com o aumento de expressao nos genes
com promotores CpG; e menores niveis de modificagdo no nucleossomo
+1 de genes de alta expressao.

H3K36me1 (corpo génico) — Presente somente em genes ati-
vos com promotores CpG; ausente em genes de alta expressao com
promotores nao CpG.

H2AK5ac, H3K14ac e H3K23ac — Diminuicdo na regiao proxima
ao TSS somente em genes com promotores CpG.

Combinacao de eventos epigenéticos

Os eventos epigenéticos ndo ocorrem isoladamente, eles séo
interdependentes e contribuem para o estado geral da cromatina e
no controle epigenético da expressao génica. A metilagao de H3K9
inibe a acetilacdo de H3 em varios residuos de lisina e pode promover
metilagdo do DNA (Figura 5a), enquanto a metilagdo de H3K4 promove
a acetilacdo da H3 (TOLLEFSBOL, 2004). A metilagdo do DNA esti-
mula a desacetilacao e a consequente metilacao de H3K9 (Figura 5b).
A metilacao da histona H3K4 e a acetilacdo da H3K9 levam a uma
estrutura de cromatina ativa, descondensada e geralmente associada
a ilhas CpG ndo metiladas. Assim, em camundongos e em humanos,
a densidade de ilhas CpG esta correlacionada, positivamente, com o
grau de H3K4me3 (ILLINGWORTH et al., 2010), sendo acompanhada
por acetilacdo de histona, ocupacado pela variante de histona H3.3 e
hipersensibilidade a digestdo com DNasel (ZHOU et al., 2011). Por sua
vez, a metilagcdo de H3K9 é seguida por condensagao e por formacao
de heterocromatina nas regides gendmicas afetadas. A fosforilagcdo de
histonas em residuos adjacentes a lisina metilada reduz a afinidade da
lisina pelas proteinas de ligacdo de metil (ZENTER; HENIKOFF, 2013).

As enzimas também atuam em conjunto: o dominio N-terminal
da DNMT1 liga-se as HDACs e suprime a transcricao génica pela faci-
litacdo da atividade de desacetilase de histonas (Figura 5¢). Além da
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HDAC1, a DNMT1 também é estabilizada pela desubiquitinase USP7
(HAUSP), mas é desestabilizada pela acetilacdo da acetiltransferase
Tip60, o que permite a ubiquitinacdo de DNMT1 de modo a marcé-la
para a degradacéo proteossomal (FOURNIER et al., 2012). ADNMT3A
e a DNMT3B também recrutam as HDACs para silenciar genes e séao
encontradas, estavelmente, associadas aos nucleossomos, com altos
niveis de metilagao do DNA (WU et al., 2012).

Além disso, ha participagao das proteinas recrutadas na manu-
tencdo das marcas de histona, como (FOURNIER et al., 2012):
e |igacao entre DNMTs, HP1 e histonas metiladas (Figura 5d);
TOLLEFSBOL, 2004).

e |igacao entre proteina ligadora de metil UHRF1, H3K9me3 e
metiltransferase G9a.

" B "
;"n_h\\, e I.:m_d.f“| :_,;-— =P
@i Wy |

c ) D II-'"_T. ]

o ., @I .

Figura 5. Silenciamento génico mediado por metilagdo de DNA,
modificacao de histonas e recrutamento de proteinas: A) histonas
metiladas ligam-se a proteinas de ligacdo de histonas (HBPs), que
recrutam metiltransferases de DNA (DNMTs), as quais promo-
vem metilacao do DNA (pirulitos alaranjados); B) DNA metilado
recruta proteinas de ligagdo de metil (MBPs), que se associam
a complexos de desacetilases de histonas (HDACs), os quais
removem a acetilacdo de residuos de lisina (K), e de metilases de
histonas (HMTs), que promovem metilacdo de K; C) as DNMTs
associam-se as HDACs, resultando em desacetilagao de histonas
e em metilagdo do DNA; D) a proteina de heterocromatina (HP)
liga-se a histona metilada pelas HMTs e interage com as DNMTs,
que promovem metilacdo do DNA.

llustracao: Simone Cristina Méo Niciura.
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Consideracoes finais

As modificacoes pds-traducionais das histonas também afetam
a acessibilidade da cromatina e a expressao génica. As modificacbes
de histonas mais comuns sao a acetilacdo, marca ativa de transcricao,
e a metilagao, que pode promover ativacdo ou silenciamento génico,
dependendo do residuo de aminoacido modificado.

Ha acédo conjunta de diferentes tipos de modificacbes epigené-
ticas, e determinados padroes de combinacdes epigenéticas levam a
funcdes subsequentes especificas, denominadas de estados de cro-
matina.
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Introducao

Nos ultimos anos, os estudos na area de regulacao epigenética
vém adicionando uma nova dimensao ao entendimento dos processos
de regulacao da expressao génica. Epigenética € a regulacao herdavel
da expressao génica, durante a mitose e a meiose, sem alteracao
na sequéncia do DNA (LEVENSON; SWEATT, 2005). A expressao &
controlada através da modificagao fisica do DNA ou RNA, seja direta
ou indiretamente (proteinas, grupos metil), por fatores que se associam
ao DNA/RNA.

Regulando o DNA e/ou o RNA, sem alterar a sequéncia deste,
células geneticamente idénticas (como as células dentro de um mesmo
organismo) sao capazes de ser fenotipicamente distintas, dependendo
de sua localizacao (por exemplo, células da pele sao distintas de
células da medula 6ssea dentro de um mesmo organismo, apesar
de apresentarem o mesmo cédigo genético) (LEVENSON; SWEATT,
2005). Além disso, o controle epigenético é reversivel, podendo ser
em curto prazo (expressao de um gene durante um periodo especi-
fico do desenvolvimento) ou em longo prazo (imprinting presente no
genoma materno ou paterno).

A programacéao epigenética dos gametas e embrides iniciais &
condigao vital para o desenvolvimento de um novo organismo. Essa
programacao envolve a integracao dos trés processos epigenéticos:

¢ Metilagdo do DNA.
e Remodelamento das histonas.
¢ Acao de RNA nao codificadores.

Esses eventos epigenéticos regulam a expressao génica pelo
controle da transcricao e/ou traducao.

Na ultima década, a visdo de que a regulagao da transcricao era
comandada, exclusivamente, por fatores de transcricdo, ganhou uma
repaginada. Até entdo, acreditava-se que a porgao do DNA que nao
era responsavel por codificar proteinas, surpreendentemente cerca de
98% do genoma humano (MATTICK, 2005), nada mais era que junk
(lixo), sem qualquer funcéo bioldgica.

Outra ideia que foi derrubada na Ultima década é a de que o
genoma humano teria aproximadamente 100 mil genes, ideia essa

68

Epigenética_ed01_2014.indd 68 20/08/2014 11:36:44



Capitulo 4 | Modificacdes epigenéticas lll: RNAs nao codificadores (ncRNA)

baseada na complexidade de seu organismo. Entretanto, o advento
das técnicas de sequenciamento global de DNA e RNA mostra que, na
realidade, o ser humano tem em torno de 20 mil genes codificadores
de proteinas, o que o aproxima do numero de genes observado em
organismos muito mais simples como, por exemplo, o nematoide
Caenorhabditis elegans. Além disso, a0 se comparar 0 genoma
humano com o genoma de seu “parente” mais préoximo, o chimpanze,
é possivel notar que, aproximadamente 30% das proteinas ortélogas,
codificadas nas duas espécies, sao idénticas (WATANABE et al,
2004). Entdo, como explicar tamanha diferenga entre espécies com
tanta semelhanca em tamanho e sequéncias de genomas? Diferenca
tanto em tamanho quanto em semelhanca de sequéncias.

Recentemente, o que a comunidade cientifica mundial concluiu
é que a informacao necesséria para agregar complexidade aos organis-
mos estd em outro lugar, além dos genes codificadores de proteinas.
E esse outro lugar € exatamente dentro de uma classe de RNAs
chamada RNAs nao codificadores ou ncRNAs (do inglés non-coding
RNAS).

Estudos conduzidos na Ultima década descrevem a presenga € a
importancia dos ncRNAs, de organismos unicelulares, plantas ou orga-
nismos mais complexos como os mamiferos. Os ncRNAs exercem as
funcdes de reguladores de transcricao, splicing, transporte, controle
de estabilidade e traducao de mRNA, participando assim de processos
do desenvolvimento de organismos ou de tecidos, de mecanismos
celulares, de processos fisioldgicos e da etiologia de doencas. Esses
ncRNAs estdo divididos em vérias classes, de acordo com tamanho,
polaridade, maneira como sao gerados e fungao. Neste capitulo, relata-
-se com mais detalhes, as seguintes categorias:

e [ongncRNAs.

e SmallncRNAs, incluindo-se Piwi-interacting RNAs (piRNAs).

e Small interfering RNAs (siRNAs).

e MicroRNAs (miRNAsSs).

Tipos de ncRNAs

Os ncRNAs sdo um grupo emergente de moléculas que regulam
justamente a deposicdo das marcas epigendmicas (MATTICK et al,,
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2009). Até o momento, todos os ncRNAs estudados agem por um
mecanismo comum: associacdo com proteinas ligantes do RNA que,
por sua vez, fazem parte de um complexo modificador da cromatina.
RNAs nao codificadores parecem direcionar esses complexos, ubiqui-
tamente expressos de uma maneira sequéncia-especifica, as regides
da cromatina que serao modificadas. O melhor exemplo de modificacédo
na cromatina direcionada por RNA sdo o processo de interferéncia por
RNA, a inativacao do cromossomo X e o imprinting (MORRIS, 2009),
mas existem fortes evidéncias indicando que moléculas de RNA par-
ticipam em todos os aspectos de regulacdo da estrutura da cromatina
(MATTICK et al., 2009).

RNAs nao codificadores sdo conhecidos ha muito tempo, e ape-
nas as classes que tém fungao no controle da transcrigao e/ou tradugao
génica é que foram descobertas mais recentemente. Entre os ncRNAs
previamente conhecidos temos (WRIGHT, BRUFORD, 2011):

RNA de transferéncia ou transportador (tRNA) - Com apro-
ximadamente 80 nucleotideos, participam da traducdo do mRNA para
proteinas exercendo o papel de transporte dos aminoacidos até os
ribossomos, no momento da formacao e do alongamento da cadeia de
peptideos.

RNA ribossomico (rRNA) — O mais abundante dos RNAs exerce
seu papel dentro dos ribossomos, facilitando a interacao entre o tRNA
e o mRNA, durante o processo de traducao.

RNA spliceosomal ou small nuclear RNA (snRNA) - Junta-
mente com uma série de ribonucleoproteinas, formam os spliceosso-
mos, responsaveis pelo processamento de pré-mRNA (remocao de
introns) em MRNA maduro.

Small nucleolar RNA (snoRNA) - S&o responséaveis por modifi-
cacoes pos-transcricionais nos rRNAs, tRNAs e snRNAs.

A seguir, serdo apresentados os ncRNAs que exercem papel
regulatoério na expressao de genes, por meio do controle da transcrigao
efou traducao. Esses ncRNAs séo classificados em dois grupos, base-
ados, principalmente, no tamanho molecular:

¢ RNA nao codificador longo (acima de 200 nucleotideos).

¢ RNA ndo codificado curto (contendo de 18 a 22 nucleotideos).
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RNAs nao codificadores longos
(IncRNA; do inglés long noncoding RNA)

A descoberta dessas sequéncias ocorreu pelo emprego das
técnicas mais recentes de sequenciamento global de transcritos, pelas
quais se percebeu que 0 genoma de eucariotos € altamente transcrito.
Conforme relato anterior, apenas 2% do genoma resultam em protei-
nas. Conforme revisado em Clark e Mattick (2011), viu-se que essa alta
quantidade de transcritos é formada pelas fitas senso e antisenso do
genoma, ao redor de genes codificadores de proteinas ou em sequén-
cias intrénicas desses genes, bem como transcritas nas vastas regidoes
entre os genes, nas chamadas regides intergénicas.

Apenas nas regides intergénicas o numero de INcRNAs até agora
identificados j& passa dos milhares (GUTTMAN et al.,, 2009; KHA-
LIL et al.,, 2009; MARQUES; PONTING, 2009; JROM et al., 2010),
intrigando cada vez mais os pesquisadores sobre as diversas funcoes
regulatérias desses RNAs, bem como mostrando a importancia bio-
l6gica dessa classe de RNAs (CARNINCI et al., 2005; CHENG et al,,
2005; CLARK; MATTICK, 2011; ENCODE, 2007; HE et al., 2007, 2008;
KAPRANOV et al.,, 2002; KATAYAMA et al., 2005; OKAZAKI et al.,
2002; STOLC et al., 2004; WILHELM et al., 2008). Os IncRNAs apre-
sentam tamanho de 200 nucleotideos até superior a 100 kb (FURUNO
et al., 2006; LYLE et al., 2000), sendo primariamente transcritos pela
RNA polimerase, como os mRNA.

InUmeros papéis ja foram identificados para membros da familia
dos IncRNAs numa variedade de processos biolégicos, como diferen-
ciacao celular (LOEWER et al., 2010; MERCER et al., 2010; RAVASI
et al., 2006), controle epigenético da inativagdo do cromossomo X, um
processo fundamental em animais, € o controle do imprinting gen6-
mico.

A compensacao de dosagem trata do silenciamento de uma
das copias do cromossomo X em fémeas, para garantir gue machos
e fémeas tenham a mesma contribuicdo transcricional a partir desse
cromossomo. Esse processo de silenciamento cromossomal, que
seréa visto com maiores detalhes no Capitulo 7, envolve a participagéao
do IncRNA chamado Xist, do inglés, X-inactivation-specific transcript.
Um IncRNA de tamanho elevado (17 kb em murinos) é expresso a par-
tir do cromossomo que sera silenciado, recobrindo este e recrutando

71

Epigenética_ed01_2014.indd 71 20/08/2014 11:36:44



EPIGENETICA

enzimas modificadoras de histona e enzimas que metilam o DNA,
induzindo o silenciamento da fita em cis (BROCKDORFF et al., 1997,
BROWN et al., 1991).

Conforme seré abordado no Capitulo 6, o processo de imprin-
ting trata do silenciamento de um alelo e da consequente expressao
monoalélica (de origem materna ou paterna) de um grupo de genes.
Esses genes costumam formar grupos ou clusters no genoma de
uma grande variedade de espécies, € 0s trés processos epigenéticos
conhecidos (metilacao do DNA, remodelamento de histonas e RNAs
nao codificadores) participam do controle desse intrigante e fundamen-
tal silenciamento alélico.

Alguns IncRNAs sao transcritos dentro de regides de imprinting
ou imprinting centers (IC) e alguns participam do controle do imprinting
de outros genes dentro do mesmo cluster génico. Alguns exemplos de
IncRNAs imprinted sao o Kcnglot1 dentro do loco KCNQ7 (THAKUR
et al., 2004), Air do loco IGF2R (SLEUTELS et al., 2002) e o loco H19/
IGF2 (SCHOENFELDER et al., 2007). Kenglot1, ou LIT1T em humanos,
é um IncRNA de aproximadamente 90 kb responsavel pelo silencia-
mento de uma regido em torno de 1 megabase do genoma (CLARK;
MATTICK, 201; PANDEY et al., 2008; THAKUR et al., 2004).

O silenciamento envolve a participacao dos outros dois processos
epigenéticos, metilacao do DNA e remodelamento de histonas e cro-
matina, através do recrutamento de metiltransferase de DNA (DNMT1)
(MOHAMMAD et al., 2010) e enzimas e proteinas responsaveis por
modificagdes repressivas nas histonas H3K9 e H3K27 da regido,
como metiltransferase de histona G9a e membros das familias PRC1
e PRC2 (Ezh2 e Suz12), de maneira muito similar ao silenciamento do
X pelo IncRNA Xist (CLARK; MATTICK, 2011; PANDEY et al., 2008;
TERRANOVA et al., 2008). J&4 o H19 é um IncRNA com funcéao ainda
ndo conhecida, mas supostamente relacionado ao controle do cresci-
mento. Esse INcCRNA apresenta expressao monoalélica materna que,
apos splicing e poliadenilacao, é exportado para o citoplasma, onde se
encontra em altos niveis (BARTOLOMEI et al., 1991).

Para exercer uma variedade de funcdes bioldgicas, além do
recrutamento de modificadores de cromatina, como mencionado
acima, os IncRNAs podem também modular a expressao génica pos-

-transcricao, durante processos como splicing e traducao de RNAs
(GONG; MAQUAT, 2011; KUNG et al., 2013; TRIPATHI et al., 2010;
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YOON et al.,, 2012;). Além de seu efeito sobre mRNA, os IncRNAs
podem também interferir na funcdo de microRNAs.

RNAs nao codificadores curtos

RNAs nao codificadores curtos — do inglés small ncRNA - sao
originados a partir de precursores longos. A seguir, trés classes princi-
pais de ncRNAs curtos seréo discutidas. Essas trés classes participam
como moldes para que as proteinas Argonaute (AGO) regulem seus
genes-alvo:

Piwi-interacting RNAs (piRNAs) — Esses ncRNAs sdo os maio-
res dentro da classe de smallncRNAs, apresentando tamanho em torno
de 25 a 30 nucleotideos. Eles também diferem dos outros membros
dessa classe em sua biogénese, a qual ndo envolve a enzima Dicer
(VAGIN et al., 2006). Os piRNAs parecem estar presentes apenas em
células germinativas ou em células somaticas em contato com células
germinativas (ARAVIN et al., 2007). Sua funcéo nas células germinati-
vas € a de proteger contra transposons, promovendo o silenciamento
destes (CASTEL; MARTIENSSEN, 2013; LIN, 2007). Os piRNAs tam-
bém sao encontrados em clusters no genoma.

ncRNA de interferéncia (siRNA), do inglés small interfering
RNA - Esses peguenos ncRNAs derivam de RNAs de fita dupla
precursores pela acdo da enzima Dicer, associam-se a proteinas AGO
e iniciam o processo de interferéncia por RNA nos transcritos-alvo.
A fita dupla de RNA é formada por complementaridade de sequéncia e
ligagao nela prépria pela formacao de hairpins ou estruturas internas do
tipo stem-loop, nas sequéncias chamadas inverted-repeats ou através
de transposons.

Em mamiferos, o sistema imune nas células somaticas reconhece
e destrdi os precursores de fita dupla, mas em odcitos murinos, varios
siRNAs ja foram identificados (CHUNG et al.,, 2008; CZECH et al,,
2008; GHILDIYAL et al., 2008; KAWAMURA et al., 2008; OKAMURA
et al., 2008a, 2008b; TAM et al., 2008; WATANABE et al., 2008), indi-
cando que se trata de um processo enddgeno com funcdo biolégica
nesse tipo celular, sendo os transposons os maiores alvos do controle
exercido por esses siRNAs enddgenos, mas com a participacao de
indugédo de metilacdo de DNA e modificacdo de cromatina também
(BROSNAN; VOINNET, 2009; SUH; BLELLOCH, 2011).
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Por sua vez, siRNAs enddégenos também foram reportados
em células-tronco embrionarias, além de odcitos (BABIARZ et al.,
2008; TAM et al., 2008; WATANABE et al., 2008). Os siRNAs par-
ticipam do processo de maturagdo nuclear e do desenvolvimento
embrionario pré-implantacional (MA et al., 2010; SUH et al., 2010).
O papel desses siRNAs enddgenos sé € possivel gracas a auséncia
do sistema de resposta interferon nesses tipos celulares (odcito
e células-tronco embrionarias), que em células somaticas seria
iniciado pela presenca do precursor dsRNA, como mencionado
anteriormente. Um estudo recente mostrou a presenca de varios
siRNAs enddgenos em células germinativas masculinas, de modo
que esses ncRNAs curtos também podem controlar o processo de
esparmatogénese (SONG et al., 2011).

MicroRNAs (miRNA) — Essas moléculas curtas de RNA (em
torno de 22 nucleotideos) que agem como reguladores poés-trans-
cricionais, ligando-se complementarmente a mRNA-alvos, normal-
mente resultando em repressao da traducédo ou em degradacao do
alvo, e consequentemente em silenciamento do gene-alvo (BARTEL,
2009).

Atualmente, existem mais de 600 miRNAs identificados em bovi-
nos (MiRBase', e estima-se ser muito maior o numero total presente.
Os primeiros miRNAs foram identificados, pelo grupo do Dr. Victor
Ambros em Caenorhabditis elegans, como uma classe de RNAs nao
codificadores curtos, envolvidos na regulacao da expressao de genes
(LEE et al., 1993). Esses miRNAs tendem a reprimir a traducdo de
mRNA-alvos, ao invés de efetuar a clivagem direta do transcrito.

Em animais, a acdo dos miRNAs controlando a tradugédo do
transcriptoma regula funcdes de importancia fundamental em diversos
processos biolégicos, como:

e Desenvolvimento de organismos (celular, tecidual, organogé-
nico).

e Regulagdo hormonal.
e Diversos processos da funcéo celular.
e Adaptacao a stress € ao meio ambiente.

e Participa da etiologia de algumas patologias como céancer (ver
Capitulo 8).

" Disponivel em: <http://www.mirbase.org>.

74

Epigenética_ed01_2014.indd 74 20/08/2014 11:36:44



Capitulo 4 | Modificacdes epigenéticas lll: RNAs nao codificadores (ncRNA)

Entre as classes de ncRNAs curtos, os mIRNAs sdo os mais estu-
dados. Eles originam-se de precursores dupla fita, os pri-miRNAs, do
inglés primary miRNA, que sao entao processados em estruturas mais
curtas contendo stem-loop (pre-miRNA) pela agao da enzima Drosha.
Os pri-miRNAs sdo codificados no genoma por regides intergénicas,
intronicas ou até mesmo codificadoras de mMRNA. Seu modo de acéo
envolve pareamento com as regides 3'-UTR, do inglés 3'-untranslated
regions, dos alvos, podendo a sequéncia do miRNA ser totalmente ou
mesmo parcialmente complementar a esse alvo, e direcionamento dos
complexos silenciadores ou complexo RISC, do inglés RNA-induced
silencing complex, (BARTEL, 2009). A agado do complexo RISC pode
levar ao silenciamento por sequestro do RNA ligado ao miRNA e a
inibicdo da traducdo, ou mesmo ao aceleramento da destruicdo do
mMRNA, conforme ja mencionado.

Os miRNAs encontram-se catalogados em inUmeras bases de
dados como a miRBase (KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2011), com
informacéo sobre sua origem gendmica e acesso a sua sequéncia e ao
seu alvo, quando conhecido.

Mecanismos de producao de ncRNA

Geralmente, a transcricdo e o processamento de ncRNA (nas
formas longa e curta) sdo processos muito similares aos observados
para RNAs codificadores de proteinas. A quantidade de passos neces-
sarios no processamento dos transcritos nao codificadores dita a que
classe — longa, média ou curta — o ncRNA pertence. Assim como RNA
codificador de proteina, a maioria dos ncRNAs sao transcritos pela RNA
polimerase (RNAP) Il. Alguns ncRNAs foram descritos na literatura
como transcritos da RNAP [ll, comumente associada o RNA ribosso-
mal 5S, ao tRNA e a outros RNAs curtos. Os ncRNAs originam-se a
partir dos mais variados contextos gendmicos:

Regioes génicas (enhancers, promoters,
5-UTR, introns, éxons e 3'-UTR) e intergénicas

Assim como o mRNA, a maioria dos ncRNAs contém o 7-methyi-
guanylate (m7G) cap na extremidade 5 e uma cauda poliadenilada no
final 3" (BERTONE et al., 2004; CHENG et al., 2005; KAMPA et al.,
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2004; RINN et al.,, 2003;). Além disso, os transcritos para ncRNA
podem ter variantes de splicing. Todos esses fatores séo tipicos de
transcrigao guiada por RNAP I (TSIRIGOS; RIGOUTSQOS, 2008).
Em relacdo aos ncRNAs longos, existe pouco processamento apos
transcrigao para torna-los funcionais. J& os ncRNAs curtos requerem
maior processamento.

miRNA

Os microRNAs passam por uma série de processos antes de
atingir a maturidade na forma de um complexo miRNA ativo (Figura 1).
Esses ncRNAs iniciam sua jornada como transcritos longos da RNAP
Il, os pri-miRNA, muitas vezes contendo milhares de nucleotideos
e formando hairpins ou stem-loops. Esses hairpins sao, entao,
reconhecidos pelo complexo Drosha—DGCR8, também conhecido
como complexo microprocessador. Drosha € uma endonuclease
similar a RNase Ill, que contém um sitio de ligacao ou binding domain
para RNA dupla fita ou dsRNA (dsRBD), do inglés double-stranded
RNA-binding domain, e dois sitios RNase Ill (COOK; CONTI, 2006;
KIM et al., 2009). J& a DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region
gene 8) é uma proteina ligante de RNA de aproximadamente 120 kDa
que reconhece a juncao ssRNA-dsRNA (RNA fita simples — RNA fita
dupla) do substrato (DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004; HAN
et al., 2004, 2006; LANDTHALER et al., 2004). A DGCR8 direciona a
enzima Drosha para a clivagem na posicéo de 11 nucleotideos a partir
da juncado do ssRNA.

O produto de 70 nucleotideos, agora chamado de pré-miRNA,
contém uma sequéncia de fita dupla complementar com um stem-loop
de um lado e com ssRNA do outro. O fato de que Drosha e RNA pol Il
estao ligadas ao DNA préximo aos pré-miRNA hairpins (MORLANDO
et al., 2008) — associado com a observacao de que pré-miRNAs sao
gerados de sequéncias intrbnicas pelo microprocessador antes do
splicing dos éxons (KIM; KIM, 2007) — sugere que o processamento do
pri-miRNA ocorre durante a transcricdo. A partir de sua producao pelo
complexo microprocessador, o pré-miRNA é entao transportado pelas
enzimas Exportina-5 e Ran-GTP para o citoplasma (BOHNSACK et al.,
2004; LUND et al., 2004; Yl et al., 2003, 2005).
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Figura 1. Biogénese de RNAs n&o codificadores. RNAs nédo codificadores (ncRNAs) séo
transcritos pela RNA polimerase Il (Poll ll). Os ncRNAs longos (IncRNA) agem via insulacdo
do alvo (DNA) impedindo a transcrigao (A). Os microRNAs (miRNA) formam uma série de
algas hairpin durante a transcricao, que sao processadas pelo complexo Drosha-DGCR8
para dar origem aos pré-miRNAs (B). Pré-miRNAs sdo exportados do nucleo pela acdo da
Exportin 5/Ran-GTP (C). Uma vez no citoplasma, a Dicer cliva o pré-miRNA em miRNAs
maduros de 22 nt, que sao associados a proteina Argonaute 2 (Ago2) (D). Essas proteinas
formam o complexo RISC (RNA-induced silencing complex). O processamento dos small-
-interfering RNAs (siRNA) comega com a formacdo de um longo ssRNA contendo um
hairpin em sua sequéncia (E). Esse longo hairpin é processado pela enzima Dicer e inserido
em Ago2, de maneira similar ao miRNA (F). Uma vez em Ago2, o miRNA ou siRNA podem
reconhecer a regidao 3'-UTR do mRNA alvo (G) e promover degradagdo (H) ou inibicao
da traducdo do mRNA alvo (l). Precursores de Piwi-interacting RNAs (piRNAs) (J) sdo
processados pelas proteinas Piwi (MIWI e MILI). A atividade de nuclease de MILI produz
uma ponta 5" que é reconhecida por MIWI2. MIWI2 entdo produz uma ponta 5’ que é
reconhecida por MILI (K). Esse processo circular (ciclo ping-pong) permite a produgao
continua de piRNAs. MIWI2 ¢ transportada de volta ao nucleo (L).

llustracao: Daniel Robert Arnold.
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Dicer e o complexo de silenciamento induzido por RNA

A expressao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC)
vem do inglés RNA-induced silencing complex. Uma vez no citoplasma,
Dicer, que é outra riboendonuclease, cliva o pré-miRNA, para dar
origem ao miRNA maduro, com sua fita dupla de aproximadamente
22 nucleotideos. Esse duplex é designado como miRNA/MiRNA*, no
qgual miRNA representa a fita antissenso, ou fita-guia, € miRNA* repre-
senta a fita senso ou “passageira”. Apenas a fita-guia é incorporada
ao complexo miRISC, para exercer a fungéo bioldgica, enquanto a fita
passageira é eliminada e degradada (HAMMOND et al., 2000).

Dicer € uma enzima RNase Ill citoplasmatica, altamente conser-
vada, de aproximadamente 200 kDa. Ela contém um sitio ou dominio
helicase, um sitio PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille), um sitio dsRBD (dsRNA-
-binding domain) e duas subunidades RNase Il (COOK; CONTI, 2006;
KIM et al., 2009). Mais de uma forma de Dicer foram identificadas
em algumas espécies. No entanto, mamiferos apresentam uma Unica
forma, a Dicer 1.

A Dicer associa-se in vivo com PACT (protein activator of the
interferon-induced protein kinase) e TRBP (transactivation-response
element RNA-binding protein), para facilitar a maturacdo do miRNA.
Essas proteinas associadas nao sao necessarias para a acao da Dicer
in vitro. Entretanto, essas proteinas associadas a Dicer sdo importantes
para a separar as fitas duplas de miRNA e para posicionar a fita-guia no
complexo RISC (CHENDRIMADA et al., 2005; GREGORY et al., 2005;
HAASE et al., 2005; SINGH et al., 2008).

A forma madura do miRNA de 22 nucleotideos é entéao colocada
numa proteina Ago (Argonaute) do complexo RISC. A fita-guia perma-
nece em Ago como um miRNA maduro, e a fita passageira (mMiRNA*) é
degradada por Ago. As proteinas Ago tém importancia fundamental no
silenciamento promovido por miRNAs. A Ago2 é uma de quatro prote-
inas Ago (Agol a Ago4) em mamiferos (CARMELL et al., 2002), mas
€ a Unica com atividade de clivagem, essencial ao desenvolvimento de
um organismo (LIU et al., 2004; MEISTER et al., 2004; MORITA et al.,
2007; RAND et al., 2004).

O complexo RISC, associado a fita-guia (mMiRNA), passa a se
chamar miRISC e é funcionalmente ativo, podendo se ligar ao mRNA,
impedindo sua traducao ou até mesmo degradando-o.
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siRNA

Precursores de siRNA enddgenos sao produzidos de trés manei-
ras (CHUNG et al., 2008; CZECH et al., 2008; GHILDIYAL et al., 2008;
KAWAMURA et al., 2008; TAM et al., 2008; WATANABE et al., 2008):

e Pares senso/antissenso derivados de transposons, como o
principal mecanismo.

e Transcricao convergente de genes codificadores de proteinas
ou de regides nao anotadas do genoma.

e Fitas simples, mas autocomplementares, formando uma longa
estrutura contendo stem-loop.

Por sua vez, precursores dupla-fita (dsRNAs) tendem a apresentar
complementaridade imperfeita, formando pequenas algas nas regidoes
nao complementares.

A maneira como essas estruturas sao exportadas para fora do
nlcleo é um processo ainda desconhecido. Sabe-se que Dicer é neces-
saria para a producgao de siRNA endégenos em mamiferos. Uma vez no
citoplasma, a Dicer cliva o precursor e posiciona o siBRNA na proteina
Ago2 do complexo RISC, de maneira bem similar ao observado nos
mMiRNAs.

piRNA

Os precursores de fita simples dos piwi-interacting RNAs
(piRNASs) sao transcritos de regides intergénicas como regides repeti-
tivas, transposons ou clusters de piIRNAs. Ao contrario dos miRNAs e
dos siRNAs, piRNAs séo produzidos sem a acao de Dicer. Entretanto,
piRNAs associam-se com proteinas da subfamilia Piwi que apresentam
atividade de nuclease e estao envolvidas na biogénese de piRNAs.
Esse processo envolve mecanismos primarios e secundarios. Ele ocorre
no citoplasma, mas nao se sabe como os precursores chegam até |a.

Até o momento, fatores de processamento primario e colocacao
de piRNAs nas proteinas PIWI (MIWI e MILI) sao desconhecidos; ja
no processamento secundario, MILI introduz a clivagem ao precursor,
definindo assim a ponta 5°, que é entdo reconhecida e aceita pela
proteina MIWI2 (ARAVIN et al., 2008). Por sua vez, MIW!I2 cliva o pre-
cursor da fita de sentido contréario, criando o sitio de ligagao para MILI.
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A nuclease que cria a parte 3’ ainda é desconhecida. Esse processo
circular, conhecido como ciclo pingue-pongue, pode ocorrer continu-
amente, aumentando assim a populacdo de piRNAs (BRENNECKE
et al., 2007, GUNAWARDANE et al., 2007).

Papel dos ncRNAs nos processos reprodutivos
Gameta feminino

A importancia de ncRNAs curtos nas fémeas é evidenciada por
uma série de estudos mostrando que perda das enzimas responsaveis
pela formacao de ncRNAs, em murinos, resulta em falhas reproduti-
vas. Perda das enzimas Dicer e Ago2 em odcitos leva a uma parada
meidtica e a defeitos na formacao dos fusos e consequente falha na
segregacao cromossomal (KANEDA et al., 2009; MURCHISON et al,,
2007; SUH et al., 2010; SUH; BLELLOCH, 2011; TANG et al., 2007).
Acredita-se que essa perda da enzima Dicer cause o fendtipo com
resultado da perda da producgao e da funcao dos siRNAs enddgenos,
uma vez que os MmiRNAs, apesar de também serem produzidos pela
Dicer, necessitam também da acao da enzima DGCRS, e a perda dessa
enzima em o6citos ndo resulta em alteracao qualquer de fendtipo em
relagdo a animais wild-type ou controle (SUH et al., 2010).

Assim como miRNAs, a terceira classe de ncRNAs curtos, os
piRNAs, também sdo encontrados em od6citos, mas sua funcdo nao
parece ser essencial, uma vez que uma delecao das proteinas PIWI,
as quais esses RNAs se associam para exercer sua fungao, nao resulta
em alteracdo nos odcitos (CARMELL et al., 2007; COOK; BLELLOCH,
2013; DENG; LIN, 2002; KURAMOCHI-MIYAGAWA et al., 2004 ).

Gameta masculino

Delecao das proteinas PIWI, mais especificamente MILI, MIWI
e MIWI-2 (mammalian Piwi homologs), acarreta parada meidtica em
diferentes estadios do ciclo meiético, ativacdo de retrotransposons
e até mesmo esterilidade, sugerindo uma funcdo importante dos
piRNAs durante o processo de espermatogénese (ARAVIN et al.,
2007; CARMELL et al., 2007; CASTEL; MARTIENSSEN, 2013; COOK,;
BLELLOCH, 2013; DENG; LIN, 2002; KURAMOCHI-MIYAGAWA et al.,
2004, 2008; LIN, 2007).
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J& a perda de Dicer em células germinativas primordiais mas-
culinas leva a inUmeros defeitos na espermatogénese, na proliferacao
de células, bem como na prépria morfologia e na motilidade (COOK;
BLELLOCH, 2013; HAYASHI et al., 2008; MAATOUK et al., 2008). Ja a
delecao de Drosha, que participa apenas da biogénese de miRNAs em
espermatocitos, leva a perda de tipos celulares como esperméatides
e até mesmo esterilidade (azoospermia) (WU et al., 2012), indicando
que miRNAs apresentam fungédo importante no desenvolvimento do
gameta masculino.

Embrioes

Os ncRNAs curtos sao fundamentais no desenvolvimento embrio-
nario e fetal. Delecao da riboendonuclease Dicer é letal em camundon-
gos, com morte embrionéria aos 7,5 dias de gestacdo (BERNSTEIN
et al., 2003). Estudos recentes indicam que, de fato, os miRNAs tém
funcbes regulatorias vitais durante o desenvolvimento embrionario.
Mineno et al. (2006) demonstraram a presenca de 390 miRNAs em
embrides e em fetos murinos de 9,5 a 11,5 dias da gestacdo, bem
como expressao temporal diferenciada.

Além disso, a proteina Ago2, envolvida na formagao do com-
plexo RISC de acdo dos miRNAs, é fundamental no desenvolvimento
no momento de ativagdo do genoma embrionario. Nesse periodo,
sao destruidos os produtos remanescentes derivados da transcricao
de genes maternos ou oocitarios. Isso sugere que 0 processo epige-
nético — mediado pela interferéncia de miRNAs — deve participar de
maneira importante nessa destruicao (LYKKE-ANDERSEN et al., 2008).

Durante o estadio de mérula, miRNAs parecem estar envolvidos
em adeséao celular, enquanto no estagio de blastocisto, eles devem ter
importancia na diferenciacao celular, podendo estar associados com a
manutencao da pluripoténcia (YANG et al., 2008). De fato, estima-se
que existam em torno de 110 mil transcritos totais de miRNAs em
células-tronco embrionarias de murinos (CALABRESE et al., 2007).

Conforme mencionado anteriormente, miRNAs podem se ligar,
imperfeitamente, a seus genes-alvo, o que dificulta a identificagao des-
tes. Entretanto, muitos genes & tiveram seu papel identificado como
sendo importantes na regulacao de genes especificos da massa celular
interna (MCI), tanto em células-tronco embrionéarias de camundongos
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quanto em células de humanos. Por exemplo, miR-134 e miR470
controlam SOX2 e OCT4, respectivamente, e miR-296 e miR470
regulam a expressdo de NANOG (TAY et al., 2008). Em células-tronco
embrionarias de humanos, miR-145 também reprime a expressao de
OCT4, SOX2 e KLF4 (XU et al., 2009). Todos esses miRNAs regulam,
negativamente, fatores de pluripoténcia, indicando que podem estar
envolvidos na inducdo da formagao de células trofoblasticas, bem
como na diferenciagao de células da MCI em outros tipos celulares.

Um gene alvo do miR-290, especifico de células-tronco embrio-
narias, ja foi identificado. Essa familia de miRNAs reprime o gene RBL2,
que por sua vez age reprimindo a expressao da metiltransferase de
DNA DNMT3, responséavel pela metilacado de novo em células embrio-
narias e germinativas. Assim, a perda dessa familia de miRNAs eleva
a expressao de RBLZ, que por sua vez reduz DNMT3, levando a hipo-
metilacdo em células-tronco (BENETTI et al., 2008; SINKKONEN et al.,
2008). Até o momento, apesar de um pequeno grupo de miRNAs ter
sido identificado em células trofoblasticas, nenhum alvo foi identificado
nesses MiRNAs. A identificacdo de mais miRNAs, bem como alvos
para eles, contribuird para que se entenda o papel desse processo
epigenético na segregacao das células totipotentes embrionarias em
massa celular interna e trofoblasto.

Recentemente, foram publicados alguns estudos sobre miRNAs
em bovinos. Abd El Naby et al. (2013) relataram diminuicdo drama-
tica em seis MIRNAs, altamente expressos em odcitos, durante o
desenvolvimento embrionario. Além disso, esses miIRNAs seguem
um padrao similar de degradacdo dos demais transcritos maternos,
sugerindo que eles sejam parte ativa do processo de degradacao dos
transcritos maternos que ocorre durante a ativagao do genoma embrio-
nario. Em estudos envolvendo embrides produzidos por transferéncia
nuclear em bovinos, Castro et al. (2010) mostraram que, em embrides
que sobreviveram ao 17° dia da gestacédo, 14 de 56 miRNA avaliados
estavam alterados quando comparados com embrides produzidos por
fertilizacéo in vitro.

Placenta

MicroRNAs j& foram descritos associados aos mais diversos
eventos reprodutivos, incluindo processos de modulagédo uterina como

82

Epigenética_ed01_2014.indd 82 20/08/2014 11:36:46



Capitulo 4 | Modificacdes epigenéticas lll: RNAs nao codificadores (ncRNA)

a implantacao (CHAKRABARTY et al., 2007; PAN; CHEGINI, 2008).
Um estudo muito interessante, conduzido em 2007, demonstrou um
perfil de tecido especifico para a expressao de miRNAs, incluindo um
perfil placentario (LIANG et al., 2007), com um nUmero importante de
genes trofoblastico-especificos (DONKER et al., 2012; MORALES-
-PRIETO et al., 2012).

Outros estudos também identificaram que a placenta apresenta
inumeros MiRNAs agrupados em trés clusters em humanos, nos
seguintes locos (LIANG et al., 2007; MIURA et al., 2010; MORALES-
-PRIETO et al.,, 2012; MORALES-PRIETO; MARKERT, 2011), apre-
sentando expressao temporal e diferenciada em pacientes com parto
prematuro (MAYOR-LYNN et al., 2011):

e Cromossomo 14 (14g32).

e Cromossomo 19 (19g13.41).

e (luster denominado miR-371-3.

E importante ressaltar que esses clusters encontram-se em regi-
oes imprinted do genoma, ou seja, de controle e expressao monoalélica
(BORTOLIN-CAVAILLE et al., 2009; SEITZ et al., 2004).

Tecidos somaticos reprodutivos

Além do fendtipo causado em células germinativas, a delegao
de Dicerl em tecidos somaticos reprodutivos também causa falhas
consideraveis em suas fungoes.

Em camundongos, delecao dessa enzima em células da granu-
losa nos ovaérios provoca (GONZALEZ; BEHRINGER, 2009; LEl et al.,
2010):

¢ Aumento no numero de foliculos primordiais.
e Recrutamento acelerado de foliculos.

® Maior nimero de foliculos degenerados.

e (Qdcitos anormais.

¢ |nfertilidade.

Por sua vez, auséncia de Dicerl em células mesenquimais do
oviduto também causa defeito no transporte de embrides (GONZALEZ;
BEHRINGER, 2009), possivelmente por falhas na formagao da camada
muscular lisa nessas estruturas.
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Esse modelo transgénico condicional também apresenta defei-
tos na jungdo tubo-uterina. Além disso, também foram encontradas
anormalidades no Utero dessas fémeas mutantes para Dicer, como
reducao no numero de glandulas endometriais, importantes para secre-
cao de hormdnios fundamentais no estabelecimento e na manutencao
da gestacdo, bem como para o transporte de nutrientes (GONZALEZ;
BEHRINGER, 2009; LUENSE et al., 2009).

Em machos murinos, a delecao da Dicer1 em células de Sértoli
resulta em severos defeitos na espermatogénese e eventual degene-
racdo testicular apds o nascimento, seguida por enorme alteragao na
expressao génica no tecido testicular (PAPAIOANNOU et al., 2009,
2011), que por sua vez pode ter causado alteragdo na sinalizacdo hormo-
nal, controlada pelas células de Sértoli, e de fundamental importancia
na espermatogénese

Consideracoes finais

Conforme abordado neste capitulo, a descoberta de transcritos
nao codificadores (curtos e longos) adicionou um novo nivel de com-
plexidade aos processos de controle da transcricao e da traducéo do
RNA mensageiro. Isso também faz entender a importancia das vastas
sequéncias gendmicas nao codificadoras de proteinas, previamente vis-
tas como nao funcionais. A expressao temporal e especifica de tecido
posiciona os ncRNAs como figuras importantes no entendimento dos
padroes de expressao génica, funcao e fendétipo tao diferenciados entre
tipos celulares de 6rgaos distintos, descrevendo assim importante
papel desses RNAs no controle epigenético do desenvolvimento, da
manutencao e da fungao dos organismos.
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Introducao

O embrido mamifero diploide (2n) é formado pela fusdo dos
gametas (1n) masculino (espermatozoide) e feminino (odécito) (Figura 1).
Uma vez que cada um dos genitores fornece a seus descendentes um
gameta, ou seja, um conjunto haploide de cromossomos, parece dbvio
supor gue a contribuicdo genética transmitida aos filhos por ambos os
pais deveria ser idéntica (WATSON et al., 1992). Entretanto, isso nao é
observado em alguns genes.

@ Fecundagdo ‘

Gametas
n i
2"
Meiose Zigoto .

(2n)

h Mitoses e /
desenvolvimento
Adultos (2n)

Figura 1. Individuos adultos diploides (2n)
produzem gametas haploides (n): oécito na
fémea e espermatozoide no macho, que se
unem, reconstituem o conteldo cromosso-
mico 2n e formam o zigoto, que, por mitose,
desenvolve-se num novo individuo.
llustracao: Simone Cristina Méo Niciura.

Os primeiros indicios de contribuicdo assimétrica dos genomas
parentais para o desenvolvimento embriondrio foram obtidos durante a
década de 1980. A partir de experimentos de transferéncia pronuclear
(Figura 2) e partenogénese, observou-se que embriées murinos mono-
parentais, formados exclusivamente por genoma de origem materna
(ginogenéticos ou partenogenéticos) ou paterna (androgenéticos),
eram incapazes de sustentar o desenvolvimento e morriam logo apoés
a implantacao (MCGRATH; SOLTER, 1984; SOLTER, 1988).
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Na mesma época, experimentos com camundongos portadores de
translocacdes cromossémicas revelaram que segmentos cromossomais
especificos, mas ndo o genoma por inteiro, tinham fungao diferencial,
dependendo da origem parental (CAT TANACH; KIRK, 1985). Em conjunto,
esses resultados demonstraram que 0s genomas paterno e materno
séo funcionalmente nao equivalentes e que a embriogénese completa
é dependente de um zigoto formado por ambos os genomas parentais.

= ] o= Zigoto & o
' 2n

Embrido ginogenético  Embrido androgenético

Figura 2. Transferéncia de pronucleos entre
dois zigotos (2n) para se obter embrides
ginogenéticos (formados a partir de dois
pronucleos femininos (rosa)) e androgenéticos
(dois pronucleos masculinos (roxo)).

llustragao: Simone Cristina Méo Niciura.

Posteriormente, estudos em camundongos transgénicos de-
monstraram a ocorréncia de disturbio de desenvolvimento quando ale-
los paternos ou maternos de um mesmo gene foram isoladamente
inativados. Quando o alelo paterno do gene do fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo 2 (/GF2) foi inativado por mutagao, foram
observadas alteracdes no desenvolvimento; ao contrario disso, animais
portadores da inativacdo do alelo materno desenvolveram-se nor-
malmente. Disso, concluiu-se que, enquanto o gene /GF2 de origem
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paterna € transcrito, o de origem materna permanece silencioso (AlL-
BERTS et al., 1994).

Essas evidéncias despertaram a curiosidade de diversos pes-
quisadores que buscaram entender a maneira pela qual a expressao
de alguns genes é controlada por sua origem (materna ou paterna) e
0s mecanismos e as implicacdes desse evento, o que levou a desco-
berta de vérios genes com expressao dependente da origem parental.
O “siléncio” de um gene dependente de sua origem foi denominado
de genomic imprinting (impressao genémica) (KENDREW, 1994).

Definicao

O evento no qual a expressdao de um gene depende de sua
origem parental (materna ou paterna) € denominado de genomic
imprinting (ALBERTS et al., 1994; JAENISCH, 1997, WATSON et al.,
1992). Em outras palavras, 0 genomic imprinting € o evento epigené-
tico que determina a expressdo monoalélica de um gene. Enquanto a
maioria dos genes autossOémicos é expressa por ambos 0S cromos-
somos parentais, a expressao génica imprinted é restrita a um dos
alelos parentais. Assim, a atividade de um gene imprinted em cada
individuo depende do sexo do progenitor do qual o alelo foi herdado
(WATSON et al., 1992), de modo que alguns genes sdo expressos
apenas pelo alelo herdado da mae e outros sé pelo alelo herdado do
pai (KENDREW, 1994).

O imprinting surgiu em mamiferos hé aproximadamente 180a 210
milhdées de anos, proximo do momento em que 0s humanos compar-
tilhavam um ancestral comum com 0s marsupiais e 0s monotrematas
(HORE et al., 2007). Assim, o imprinting ocorre em genes autossomi-
cos de mamiferos eutérios (que possuem placenta verdadeira) e leva
a desvios da heranga mendeliana (RUVINSKY, 1999). Em marsupiais
(metatérios), 0 numero de genes imprinted descritos (seis genes até o
momento) é bem menor que em mamiferos eutérios, enquanto ainda
nao foram relatados imprints emn monotrematas (prototérios) e em aves
(DAS et al., 2012). Fendbmeno epigenético semelhante ao genomic
imprinting ja foi descrito em plantas angiospérmicas e em insetos (LIZE
et al., 2007; SPIELMAN et al., 2001; TODER et al., 1996).
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Os genes imprinted possuem algumas caracteristicas em
comum:

e S3o dispostos em grupos ou clusters (o que indica que podem
sofrer interacao).

* Apresentam assincronia na replicacdo do DNA, sequéncias
repetitivas e poucos e pequenos introns.

Poucos sdo os genes imprinted isolados no genoma, a maioria
(80%) deles localiza-se em clusters de até 4 megabases (Mb) de tama-
nho (BARLOW, 2011). Esses clusters — que se estendem por centenas
a milhares de quilobases no genoma — englobam genes imprinted
paternos ou maternos codificadores de proteinas, pelo menos um
RNA néo codificador e, em alguns casos, outros genes nao imprinted
(ARNAUD, 2010; STROGANTSEV; FERGUSON-SMITH, 2012).

Em bovinos, em comparacao aos genes de expressao bialélica,
0s genes imprinted possuem (KHATIB et al., 2007):

e Maior contetdo G + C.

e Maior nimero de ilhas CpG e de repeticbes em sequéncia,
com menor numero de short interspersed nuclear elements
(SINEs) (KHATIB et al., 2007).

A maioria dos genes imprinted codifica proteinas, mas alguns
genes produzem um RNA nao codificador, como o H79 (RUVINSKY,
1999; SASAKI et al., 1995; YOUNG; FAIRBURN, 2000). O imprinting
dos genes € especifico em tecidos e estadios do desenvolvimento e
nem todos os genes imprinted numa espécie 0 sdo em outra, 0 que
indica aquisicao evolutiva (RUVINSKY, 1999). Assim, de 63 genes
imprinted de humanos e camundongos, sé 26 sao conservados em
ambas as espécies (ZAITOUN; KHATIB, 2008), enquanto de 22 genes
imprinted em humanos ou em camundongos, apenas 14 sao imprinted
em bovinos (KHATIB et al., 2007).

Hipoteses que explicam
a ocorréncia de imprinting

Ha varias hipdteses que tentam explicar a ocorréncia de
imprinting € suas consequéncias. Uma teoria baseia-se na ideia do
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conflito genético entre os genes maternos e os paternos durante a
gestacao, também conhecida como “batalha dos sexos”. Uma vez
que os fetos de mamiferos sao nutridos diretamente a partir dos
tecidos maternos, seria vantajoso, para os alelos de origem paterna,
promover maior crescimento do feto, de modo a aumentar suas
chances de espalhar descendentes pela populacdo, enquanto os
alelos maternos deveriam evitar a sobrecarga da mae e favorecer a
manutencao de fetos pequenos para assegurar o0 sucesso do parto
e das futuras gestagcdes. Assim, o imprinting seria um coMpPromisso
entre mae e feto, e entre genes maternos e paternos (KENDREW,
1994; RUVINSKY, 1999).

Essa teoria prediz o comportamento dos genes /GF2 e do recep-
tor do fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 2 (/IGF2R)
com muita acuracia: a maior expressao do gene que codifica a proteina
IGF-1l (gene IGF2) pode aumentar o tamanho do feto e, por isso, esta
sob controle paterno, enquanto o gene que codifica o receptor (/IGFZR),
que se liga ao IGF-Il e diminui sua disponibilidade est4 sob controle
materno (KENDREW, 1994).

A teoria da "batalha dos sexos” também explica a ocorréncia de
doencas psiquiatricas, pois quando ha pequenos desvios em expres-
sao materna, os bebés tendem a ser menores, mais calmos e menos
exigentes, enquanto os desvios em expressao paterna resultam em
bebés mais exigentes (BADCOCK; CRESPI, 2008). Entretanto, essa
teoria nao explica a ocorréncia de imprinting em diversos outros
genes.

A teoria da coadaptacédo entre mae e filho permitiria explicar a
ocorréncia de imprinting em genes relacionados a lactacao, principal-
mente em tecido mamario. Uma vez que a glandula mamaria & o Unico
6rgao mamifero que regula a transferéncia de nutrientes entre mae e
filho apds o nascimento e para o qual ha controle do sistema nervoso
central, com a liberagdo de horménios sob o estimulo da sucgéo, o
imprinting desses genes poderia regular o desenvolvimento pés-natal
dos mamiferos (STRINGER et al., 2012).

A teoria do modelo de desenvolvimento sugere que o imprinting
seria uma aquisicao evolutiva e ocorreria em resposta a pressao
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ambiental, induzindo a rapidas mudancas de expressao ou a inativacao
dos alelos parentais de acordo com a necessidade (BEAUDET, JIANG,
2002). Entretanto, essa maior capacidade de adaptacao é controversa,
uma vez que, ao contrario do imprinting — que se assemelha a haploi-
dia — a diploidia protege contra mutagdes recessivas deletérias (WOLF;
HAGER, 2006).

Ha também a hipdtese de o ovéario bomba-relégio, na qual o
imprinting evitaria a partenogénese (ou reprodugao assexuada) e as-
sim asseguraria a variabilidade genética e protegeria a mae contra do-
encas malignas do trofoblasto (HAGEMANN et al., 1998; VARMUZA;
MANN, 1994). Apesar de ndo ocorrer, naturalmente, em mamiferos, a
partenogénese ja foi descrita em cerca de 70 espécies de vertebrados,
como cobras e lagartos, entre esses o dragao-de-komodo (Varanus
komodoensis)!, o que traz preocupacdes a respeito da diminuicdo da
variabilidade genética e do aumento dos riscos de extingao dessa espé-
cie (WATTS et al., 2006). Um fato interessante & que nas espécies de
lagarto em que a fémea é o sexo heterogamético (possui 0s cromosso-
mos Z e W), o desenvolvimento partenogenético do gameta feminino
produzird somente descendentes machos (WATTS et al., 2006).

Além dessas, ha a hipdtese de que o imprinting permitiria a
defesa do hospedeiro ou a vigilancia contra a perda de cromossomos,
de modo a prevenir o cancer e a silenciar elementos de DNA estranhos
inseridos no genoma (JAENISCH, 1997; PASK et al., 2009).

Principais genes imprinted
descritos e suas funcoes

Estima-se a existéncia de 100 a 1.000 genes imprinted no
genoma (YOUNG; FAIRBURN, 2000). Segundo o Catdlogo On-line
de Genes Imprinted (IMPRINTED..., 2013), foram descritos 79 genes
imprinted em humanos e 122 em camundongos, enquanto o Gene
Imprint Database (GENEIMPRINT, 2013) indica a existéncia de 88
genes imprinted confirmados em humanos e outros 108 provaveis
genes imprinted ainda a serem confirmados. Entretanto, para os

" O dragao-de-komodo ou crocodilo-da-terra é uma espécie de lagarto pré-histérico que vive
nas ilhas de Komodo, na Indonésia.
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animais de producao (IMPRINTED, 2013; WEB..., 2013), esse numero
é bem menorZ

Em bovinos, 22: ASCL2, GRB10, GTL2, H19, IGF2, IGFZR,
ITUP1, MAGEL2, MEGS8, MEST, NAPIL5, NESP55, NNAT, PEGS3,
PEGT10, PEGT1, PHLDAZ, PLAGL1, SNRPN, TSSC4, USP29 e XIST.

Em ovinos, 16: BEGAIN, CDKN1C, DAT, DLK1, GNAS, GRBI10,
GTL2, H19, IGF2, IGFZR, MEGS8, MEST, PEG3, PEGT11, PEGT1-AS e
SASHZ.

Em suinos, 15: (COPG2, DIRAS3, DLK1, GNAS, GTLZ, H19,
IGF2, IGF2-AS, IGF2R, MEST, NNAT, PEG10, PHLDAZ2, PLAGL1 e
SGCE).

Vale ressaltar que, alguns genes imprinted, sao conhecidos por
mais de uma denominacgéao, por exemplo:

e CDKNI1Ce p57KIP2.

* GNAS, GS-ALPHA, GNASXL e NESP.
e GTLZe MEGS.

e |GFZ2Re M6PR.

e [TUP1, MIM1, MIMTT e IMPO1.

2 ASCL2 (MASH2): achaete-scute complex homolog 2 (expressao materna); BEGAIN: brain-
-enriched guanylate kinase-associated protein 2B (expressao paterna); CDKN1C (p57KIP2):
cyclin-dependent kinase inhibitor (expressdo materna); COPG2: gammaZ2 subunit of the
coatomer protein complex (expressao materna); DAT. DLKT-associated transcripts (expressao
paterna); DIRAS3: GTP-binding RAS-like 3 (expressao paterna); DLKT: delta-like 1 (expressao
paterna); GNAS (GS-ALPHA, GNASXL, NESP): guanine nucleotide binding protein, alpha sti-
mulating (expressao materna em feto e paterna em membrana corioalantoide); GRB10 (MEGT):
growth factor receptor-bound protein 10 (expressdo materna); GTL2 (MEG3): gene trap locus
2 (expressao materna); H19: H19 gene (expressdo materna); IGF2: insulin-like growth factor 2
(expresséo paterna); IGF2-AS: IGF2-antisense (expressao paterna); IGF2R (M6PR): insulin-like
growth factor 2 receptor (expressao materna); ITUP1 (MIM1, MIMT1, IMPO1): MER1 repeat-
-containing imprinted transcript 1 (expressao paterna); MAGEL2: melanoma antigen, family
L, 2 (expressao paterna); MEG8: maternally expressed gene 8 (expressao materna); MEST
(PEGT): Mesoderm-specific transcript (expressao paterna); NAPIL5: nucleosome assembly
protein 1-like 5 (expressao paterna); NESP55: neuroendocrine secretory protein (expressao
materna); NNAT: neuronatin (expressao paterna); PEG3: paternally expressed gene 3 (expres-
sdo paterna); PEG10: paternally expressed gene 10 (expressao paterna); PEGT1 (RTLT):
paternally expressed gene 11 (expressao paterna); PEG11-AS (antiPEG11, RTL1-AS): antisense
transcript from PEG11 (expressao materna); PHLDA2 (TSSC3, IPL): pleckstrin homology-like
domain, family A, member 2 (expressao materna); PLAGLT: pleiomorphic adenoma gene-like
1 (expressao paterna); SASH2 (ASCL2, MASH2): sheep achaete scute homolog 2 (expressao
materna); SGCE: epsilon-sarcoglycan (expresséao paterna); SNRPN: small nuclear ribonucleo-
protein polypeptide N (expressao paterna); TSSC4: tumor-suppressing subchromosomal trans-
ferable fragment 4 (expressao materna); USP29: ubiquitin specific peptidase 29 (expressao
paterna); XIST. X (inactive)-specific transcript (expressao paterna).
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e MESTe PEGI.

e PEGTTe RTLI.

e PEGITI-AS, antiPEGT11 e RTL1-AS.
e PHLDAZ, TSSC3e IPL.

Os genes imprinted representam menos de 1% dos genes em
todo 0 genoma, mas possuem fungdes determinantes em varios pro-
cessos. Entre essas funcgdes, destacam-se:

e A regulagdo do crescimento fetal, por IGF2, IGF2R e H19
(DEAN et al., 1998; KENDREW, 1994; SASAKI et al., 1995;
WATSON et al., 1992).

e O suprimento sanguineo e a formacado da placenta, por
IGF2R, INS2 e MASHZ2 (LOl et al., 1998; TANAKA et al., 1999;
YOUNG; FAIRBURN, 2000).

e A inativagdo do cromossomo X pelo XIST (YOUNG; FAIR-
BURN, 2000).

e O comportamento materno, pelo MEST (LEFEBVRE et al,,
1998).

e A aprendizagem pelo XRL3B (DAVIES et al., 2005).

Charalambous et al. (2007) sumarizaram as funcdes de genes
imprinted em diferentes tecidos:

Placenta — Sobrevivéncia (MASH2 e PEGI10), crescimento e
estrutura (/IPL e IGF2), sistemas especificos de transporte (SLC22A2
e SLC22A3), suprimento de nutrientes para o feto (SLC22A1L/IMPT],
SLC22A2, SLC22A3 e SLC38A4).

Crescimento e metabolismo pds-natal — Liberacago AMPc
(GNAS), comportamento alimentar (GNASXL), sinalizagcdo de horménio
do crescimento (RASGRFT1), transportador aminofosfolipideo (ATP10C).

Embriao e placenta — Genes em rede e coordenados tempo-
ralmente, com efeitos no crescimento (IGF2, IGF2R, DLK1/PREFT,
CDKN1C, GRB10, ZAC1, PEGT e PEGJ3).

Crescimento pré-natal (interacao entre feto, placenta e
mae) — Efeito em T3 e T4 (DIO3), IGF2 e PEG.

Metabolismo/deposicao de gordura e massa magra — Dife-
renciacao de pré-adipocito em adipécito (DLKT/PREFT), magreza (IGF2
e GRB10).
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Sensibilidade a insulina e producao de insulina — Maturacéo
de células B (/IGF2), produgao de insulina (ZACT), desenvolvimento do
pancreas (GRB10).

Apetite e hipotalamo — Homeostase de energia (IGF2 e PEG3),
regulacdo de apetite (ZACT e DLK1/PREF1).

Em camundongos, os genes de origem materna contribuem para
o desenvolvimento do embrido propriamente dito, principalmente das
estruturas axiais (cérebro, tubo neural e somitos), dos érgaos (rim e
bago) e do endoderma do saco vitelino, enquanto os genes de origem
paterna participam no desenvolvimento dos tecidos extraembrionarios,
especialmente do trofoblasto (CRUZ; PEDERSON, 1991; KENDREW,
1994; KONO, 1998).

Em bovinos e em ovinos, apesar de 0s genes de origem materna
serem capazes de estabelecer o tamanho adequado das membranas
extraembrionarias (HAGEMANN et al., 1998; MEO-NICIURA, 2005),
os embrides partenogenéticos (Figura 3) morrem na fase em que o
desenvolvimento da placenta é critico para a implantagao (HAGEMANN
et al., 1998). Assim, os embrides monoparentais (androgenéticos ou
partenogenéticos) sao incapazes de levar a gestacao a termo e morrem
durante a fase inicial do desenvolvimento intrauterino.

Foto: MMMMnnnnnnnnn

Figura 3. Embrides bovinos aos 35 e 36 dias de gestagao: (A) embriao pro-
duzido por fecundacao in vitro; (B) embrido partenogenético produzido por
ativacao quimica do odcito.

Estudos demonstraram que a manipulacao do genoma de embri-
des partenogenéticos — que causou 0 aumento da expressao do IGF2 e
a expressao monoalélica do H79 - normalizou a expressao de 32 outros

140

Epigenética_ed01_2014.indd 140 20/08/2014 11:36:55



Capitulo 6 | Impressao genémica

genes imprinted e possibilitou 0 nascimento de um camundongo par-
tenogenético (KONO et al., 2004). Isso demonstra a intensa interacao
existente entre genes imprinted.

Em continuidade a esse estudo, a delecao da regiao diferencial-
mente metilada (DMR) do gene H19 e da regiao intragénica DLK7-DIO3
promoveu 0 nascimento de partenogenéticos em taxas similares as
obtidas por fecundagéao in vitro, indicando que essas duas regides sao
as Unicas barreiras paternas ao desenvolvimento de individuo bima-
terno em camundongos (KAWAHARA et al., 2007). Entretanto, esses
estudos nédo foram repetidos em outras espécies animais.

Mecanismos de estabelecimento
e manutencao de imprints

O estabelecimento dos imprints é resultado de modificacdes
epigenéticas diferenciais (metilagdo do DNA, modificacdes pds-tradu-
cionais em histonas ou acdo de RNAs nio codificadores) entre alelos
de um mesmo gene e que sao replicadas, estavelmente, durante as
divisdes celulares.

A metilacdo da citosina do DNA em sitios CpG é o mecanismo
epigenético mais compreendido e estudado responséavel pela determi-
nacao dos imprints (ALBERTS et al., 1994; RUVINSKY, 1999). As ilhas
de CpG - reguladas por metilacdo especifica do alelo parental — consti-
tuem as DMRs que controlam o imprinting e, por isso, sdo chamadas de
regides de controle de imprinting (ICRs) (FEIL; BERGER, 2007). As ICRs
contém sitios de ligacao para fatores de transcricdo, como o YY1 e o
CTCF (KIM, 2008).

Assim, nos genes imprinted, para que o padrao de metilacao seja
transmitido aos descendentes, é necessario que ele seja estabelecido
nos gametas, durante a gametogénese, que é a Unica fase em que os
genomas de origem materna e paterna estao fisicamente separados
(SASAKI et al., 1995). Assim, é essencial que todos os imprints her-
dados do espermatozoide e do odcito sejam “apagados” nas células
germinativas primordiais (PGCs) do embriao recém-formado, para
que o individuo produza gametas apenas com os padrées de imprints
relativos ao seu sexo. Portanto, os imprints desaparecem nas células
germinativas primordiais (YOUNG; FAIRBURN, 2000) e voltam a
aparecer durante a gametogénese, nos gametas maturos (RUVINSKY,
1999), conforme mostra a Figura 4:
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Figura 4. Os imprints (alaranjados), estabelecidos nos
genomas do odcito (rosa) e do espermatozoide (azul),
sao transmitidos ao zigoto e mantidos durante todo
o desenvolvimento, exceto nas células germinativas
primordiais (PGCs), em que sao apagados e, posterior-
mente, restabelecidos nos gametas de acordo com o
sexo do individuo (macho ou fémea).

llustracdo: Simone Cristina Méo Niciura.

Durante a fase migratéria, em que as PGCs migram do epiblasto e
passam pelo saco vitelino e pelo mesoderma intraembrionario, ou durante
a fase gonadal, depois de atingirem a crista gonadal, as PGCs passam
por uma onda global de desmetilacdo que apaga as marcas epigenéticas
nos genes imprinted. A perda de metilacdo nas PGCs provavelmente
Ocorre por um mecanismo ativo de excisao de base, no qual a 5-metil-
-citosina (bmC) é convertida em 5-hidroxi-metil-citosina (5hmC) pelas
enzimas Tet (STROGANTSEV; FERGUSON-SMITH, 2012), conforme o
gue foi visto no Capitulo 2.

Nos gametas em formacgédo, o processo de metilagdo de novo
restabelece as marcas epigenéticas nas DMRs que identificam a
origem parental do alelo. De acordo com o que foi visto no Capitulo
2, a metilagdo de novo é promovida pelas metiltransferases de DNA
(DNMTs) 3A e 3B. Nas linhagens germinativas, a DNMT3A forma um
complexo com a DNMT3L, que interage com a H3K4 desmetilada ou
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com transcritos e com as proteinas ZFP57/KAP1 e promove a metilacao
de novo (CHOTALIA et al, 2009; STROGANTSEV; FERGUSON-
-SMITH, 2012).

Os imprints sao apagados e restabelecidos em momentos
diferentes ao longo da formagao dos gametas masculinos ou femini-
nos a partir das PGCs. Por sua vez, a regulacdo de diferentes genes
imprinted na mesma linhagem germinativa (masculina ou feminina)
também é assincronica. A desmetilagdo dos genes imprinted é pre-
cedida por modificagbes nas marcas epigenéticas de histonas, em
especial, por diminuicdo acentuada dos niveis de H3K9me2 e pela
elevacdo dos niveis de H3K27me nas PGCs migratérias (HAJKOVA
et al., 2008). Os niveis de metilacdgo do DNA nas PGCs decrescem
ainda mais durante a fase migratéria e na fase gonadal e geralmente
a linhagem germinativa masculina reprograma, epigeneticamente, os
genes imprinted antes da linhagem germinativa feminina (BIERMANN;
STEGER, 2007).

Em suinos, por exemplo, a perda da metilacdo na DMR do gene
IGF2R ocorre aproximadamente aos 22 dias do desenvolvimento
em machos e entre os dias 29 e 31 em fémeas, enquanto para a
ICR do /IGF2-H19, o decréscimo da metilagdo ocorre entre os dias
22 e 42, com retomada da metilacao aproximadamente aos 35 dias
em machos e depois de 42 dias em fémeas (HYLDIG et al., 2011;
PETKOQV et al., 2009).

Quanto ao momento em que as marcas epigenéticas sao resta-
belecidas nos imprints, a variagdo temporal entre géneros é bastante
evidente em camundongos. De um total de 21 DMRs estabelecidas du-
rante a gametogénese, 17 sdo metiladas no alelo materno apés o nasci-
mento, no oécito em crescimento, e ocorrem em regides promotoras,
enquanto 4 sado metiladas no alelo paterno ainda nas células germinati-
vas e ocorrem em regides intergénicas (STROGANTSEV; FERGUSON-
-SMITH, 2012). Assim, nos machos, os imprints sao estabelecidos na
fase pré-natal, nos espermatécitos ainda diploides, enquanto nas fé-
meas, 0S imprints sao estabelecidos no estadio do dipléteno da meio-
se (MURPHY; JIRTLE, 2003).

O mecanismo usado na identificagdo parental do alelo para a
metilagao ainda nao é completamente conhecido, mas deve envolver
a participacao da estrutura da cromatina, de sitios de microRNA, de
sitios hipersensiveis a DNasel (BOYANO et al., 2008), de espagcamento
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6timo entre os dinucleotideos CpG, de modificacbes de histonas
(o alelo metilado apresenta H3K9me3 e H3K20me3, enquanto o alelo
ativo possui H3K3me2 e H3K9ac, além de outras histonas acetiladas)
(MONK et al., 2008; SINGH et al., 2010) e de transcricdo génica (CHO-
TALIA et al., 2009). Além desses elementos em cis — que ocorrem
no proéprio cromossomo — pode ocorrer a participacao de fatores em
trans, como as proteinas de ligagao de metil (MeCP2, MBD1 e MBD3)
(MCMURRAY; SCHMIDT, 2012).

As etapas de desmetilagcdo e de metilagdo de novo — descritas
anteriormente — sao especificas para a linhagem germinativa e, nesses
eventos, 0s genes imprinted sao reprogramados de modo diferencial
entre os alelos maternos e paternos. Uma segunda onda de desmeti-
lacdo global, que promove a reprogramacao epigenética de todos os
demais genes (exceto os imprinted), ocorre logo apds a fecundacao,
e o restabelecimento do padrao de metilagdo acontece no estadio de
blastocisto, em camundongos, ou no estadio de 8 a 16 células, em
bovinos (REIK et al., 2001; MANN; BARTOLOMEI, 2002).

Nessa segunda onda de desmetilacao global do genoma — que
ocorre durante o desenvolvimento do concepto — os genes imprinted
sdo protegidos e permanecem metilados (JAENISCH, 1997, RU-
VINSKY, 1999) (Capitulo 7). A protecao dos genes imprinted contra a
desmetilacdo ativa é mediada pelos fatores PGC7/Dppa3/Stella que
sao recrutados pela H3K9me2, enquanto a prevengao da ocorréncia da
desmetilacao passiva ocorre pela manutencao da DNMT1 e da DNMT
especifica do odcito (DNMT10) no nucleo (FAULK; DOLINQY, 2011;
NAKAMURA et al., 2012; STROGANTSEV; FERGUSON-SMITH, 2012).

Além da metilacdo do DNA, as modificagcdes de histonas e a
expressao de transcrito antisense ou RNA néo codificador também
constituem mecanismos de controle de imprinting (KENDREW, 1994;
RUVINSKY, 1999; YOUNG; FAIRBURN, 2000; SPAHN; BARLOW,
2003). Dos 6 genes imprinted descritos em marsupiais, s6 2 sao
regulados por metilagdo nas DMRs, enquanto os demais genes sao
controlados por marcas de histonas (H3K9me, H3K27me, H3K4me e
acetilacao) (DAS et al., 2012).

A metilacédo diferencial pode induzir o silenciamento de um alelo
parental por varios mecanismos (MONK et al., 2008). O mecanismo
mais simples envolve o silenciamento direto do promotor, como obser-
vado nos dominios microimprinted (gene imprinted localizado em intron
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de gene nao imprinted): a metilacado do promotor num alelo blogueia
a expressao do gene imprinted nesse alelo (Figura 5a). Exemplos:
NAPIL5, INPP5F_V2 e U2AF1-RST (WOOD; OAKEY, 2006).

Um segundo mecanismo envolve a agao do fator de transcrigcéo
CTCF como insulator, no modelo bloqueador de enhancer (enhancer-
-blocker ou boundary): a metilacdo na ICR impede a expressédo do gene
imprinted localizado a jusante a0 mesmo tempo em que evita a ligacao
do insulator CTCF, permitindo que o enhancer estimule a expressao do
gene imprinted a montante. Ja a auséncia de metilagao na ICR resulta
na expressao do gene imprinted adjacente e permite a ligacdo de CTCF
que impede o acesso dos enhancers ao gene imprinted a montante
(Figura 5b). Exemplos:

e Locos IGF2/H19, DLK1/GTLZ2.
e RASGRF1/A19 (DELAVAL; FEIL, 2004).

O terceiro mecanismo envolve a acdo de um transcrito RNA
antisense ou nao codificador. O RNA antisense, produzido por um
alelo, blogueia a expressao do gene imprinted nesse alelo (DELAVAL;
FEIL, 2004):

e Por oclusao do promotor ou do transcrito.

e Por competicdo por elementos regulatérios, como fatores de
transcricao e enhancers.

e Por recrutamento de proteinas Polycomb.

Por enriquecimento em marcas repressivas de histonas (BERTE-
AUX et al., 2008; LATOS et al., 2009; MONK et al., 2008) enquanto a
metilagdo na ICR no outro alelo blogueia a expressao do RNA antisense
e permite que o gene imprinted seja expresso (Figura 5¢). Exemplo:
IGR2R, KCNQ1 e GNAS.

Técnicas moleculares para
identificar genes imprinted

Genes imprinted podem ser identificados (RUF et al., 2006):

e Pelo uso de animais portadores de dissomia uniparental ou de
translocacdes cromossodmicas.

® Pela avaliacao de genes candidatos conhecidamente imprinted
em outras espécies.
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Figura 5. Controle epigenético do genomic imprinting
nos alelos paterno (P) e materno (M). (A) Dominio
microimprinted: a metilagao (alaranjada) do promotor
(roxo) em M promove silenciamento, enquanto a
auséncia de metilagdo em P resulta em expressao;
(B) Modelo blogueador de enhancer: a metilagao na
regiao de controle de imprinting (ICR) em P promove
silenciamento do gene imprinted (Gl) a jusante e evita
ligacdo do CTCF, permitindo ao enhancer promover
a expressao do gene a montante; em M, a ligacéao
de CTCF evita a metilacdo da ICR, resultando na
expressao do gene a jusante, e impede 0 acesso dos
enhancers ao gene a montante; (C) RNA antisense:
produzido em P, bloqueia a expressao génica no
préprio alelo, enquanto a metilagado em M impede a
producao de antisense, levando a expressao génica.
Fonte: modificado de Delaval e Feil (2004) e Wood e Oakey (2006).
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Pela avaliar a expresséao diferencial (por hibridizagdo subtrativa,
differential display ou microarranjo) entre conceptos androge-
néticos e partenogenéticos. Entretanto, a avaliagao da expres-
sao diferencial entre conceptos monoparentais pode nao ser
muito eficiente para a descoberta de novos genes imprinted.
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Com o uso de ferramentas de bioinformatica, genes imprinted
podem ser inferidos pela identificacdo de ilhas de CpG, por exemplo,
nos programas MethPrimer®(LI; DAHIYA, 2002) e Emboss* de sitios de
ligacdo de CTCF?5; e por contagem de alelos (com SNPs) com represen-
tagcao desigual de transcritos em bibliotecas de cDNA depositadas em
banco de dados de EST (SEOIGHE et al., 2006).

As tecnologias de nova geracdo também permitem identificar
genes imprinted por meio da observagao de SNPs identificados como
heterozigotos pelo microarranjo de genotipagem, mas identificados
como homozigotos pelos dados de RNA-seq, o que evidencia a
expressao monoalélica ou o imprinting (HEAP et al., 2010); e, a partir
dos dados gerados para estudos de expressao génica alelo-especifica,
um SNP pode ser classificado como imprinted quando mais de 50%
das reads mapearem para alelos do mesmo parental (DEVEALE et al,,
2012; GREGG et al., 2010).

Além disso, o estado de metilacdo das DMRs pode ser determi-
nado por meio de digestdo do DNA com endonucleases de restricdo
sensiveis a metilagcdo ou por tratamento com bissulfito seguido de
sequenciamento ou de PCR especifica de metilagdo (TRINH et al,,
2001), técnicas detalhadas no Capitulo 5. Entretanto, a confirmacao do
imprinting da-se somente por meio da avaliagdo da expressao génica
alelo-especifica parental por discriminagao alélica. Além da discrimina-
cao alélica por PCR em tempo real, as tecnologias de nova geracao,
em funcdo da cobertura de sequenciamento, permitem de maneira
muito precisa a identificagcdo da expressao alelo-especifica, por meio
da contagem dos transcritos heterozigotos de genes autossdémicos.
Assim, a expressao alelo-especifica ocorre quando um dos alelos de
um individuo heterozigoto & mais expresso que o outro alelo ou quando
a diferenca entre as reads por RNA-seq para os dois alelos é significa-
tiva (SATYA et al., 2012).

Outra estratégia usada para identificar genes imprinted tem sido
baseada em mapas de ligacdo, por meio de métodos estatisticos que
incorporam o genomic imprinting Nno Mmapeamento genético de locos
de caracteres quantitativos (QTL) (CUI, 2007).

3 Disponivel em: <http://www.urogene.org/methprimer/index1.html>.
4 Dispoivel em: <http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/>.
5 Disponivel em: <http://www.essex.ac.uk/bs/molonc/spa.htm>.
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Consideracoes finais

A expressao de alguns genes controlada por sua origem (materna
ou paterna), denominada de genomic imprinting, derrubou algumas
bases genéticas estabelecidas e contribuiu para a compreensao de
diversos fendmenos anteriormente pouco compreendidos. O imprinting
participa:

¢ Na regulacdo do crescimento do feto.

¢ No suprimento sanguineo e na formacao da placenta.

* Na supressao de tumores.

¢ Na protecao do organismo contra DNA estranho.

e Na memoria celular.

* Na expressao de hormoénios.

e Na produtividade de animais, entre outros.

Portanto, tal mecanismo é de extrema importancia para a vita-
lidade do organismo e para a realizagdo plena de suas fungoes, e o
imprinting anémalo pode acarretar falhas no desenvolvimento e no
crescimento dos individuos afetados.
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