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Principais Topicos

1. A importancia dos mecanismos epigenéticos ao longo
do desenvolvimento.

2. Definicao e tipos de mecanismos epigenéticos

3. Metilacao do DNA e Doencas Associadas

3.1. Imprinting Genémico
3.2. Sindrome de Prader-Willi e Sindrome de Angelman
3.3. Dissomia Uniparental ou nao disjuncao meioética

3.4. Inativacao do cromossomo X



Principais Topicos

4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

4.1. Estrutura do nucleossomo

4.2. Empacotamento do DNA
4.3. Modificacoes epigenéticas de histonas

4.4. Doenca associada com modificacoes epigenéticas



lmthﬂphtuﬁtlnhh Treating depression with Hew predatar loss affects
ta ketamine . 1398 37 an ecosystem p 17

Science:= -

FAR-FLUNG

TWINS

Thgenm
effects of a year in space
1278184

¢

i

Os irmaos gémeos monozigoticos astronautas, Scott e Mark Kelly. Scott
PassSouU quase um ano no espaco, a bordo da Estacao Espacial Internacional
(EEI) enquanto seu irmao gémeo Mark permaneceu na Terra.

O estudo conduzido pela NASA revelou que ocorreram alteragoes
epigenéticas significativas destacando a influéncia do ambiente espacial na
expressao génica.




. A importancia dos mecanismo epigenéticos

The Louisa Gross Horwitz Prize
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1. A importancia da Epigenética

Epigenética e desenvolvimento embrionario, fetal e fase
adulta

Uma exposicao durante a gravidez pode afetar
quantas geracoes?

Trés

Mother: FO

1. FO: a mae.

Baby: F1
2. F1: a crianca em desenvolvimento o

3. F2: os gametas do feto em
desenvolvimento que sofrem
reprogramacao entre a semanas 4 e
12 da gestacao.

Baby’s primordial
germ cells (PGC):

F2

Breton et al 2017, Environmental Health Perspectives 125: 511



1. A importancia da Epigenética

Epigenética e desenvolvimento embrionario, fetal e fase
adulta

Dinamica da Metilacédo do DNA ao longo da vida.

Mother: FO

Baby: F1

Baby’s primordial
germ cells (PGC):

F2
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1. A importancia da Epigenética

Epigenética e desenvolvimento embrionario, fetal e fase
adulta

A reprogramacéao epigenética apés a fertilizagao
ocorre em todo o genoma?

Nao

Quais as regides do genoma que nado sao
submetidos a reprogramacdo epigenética apdés a
fertilizacdo?

Genes “imprinted”: expressio monoalélica
dependendo da metilacao ser paterna ou materna

Alguns elementos repetidos.

Breton et al 2017, Environmental Health Perspectives 125: 511



2. Definicé@o

Mudancas que podem ser herdadas, isto é,
mudangas epigenéticas, as quais sao
extremamente importantes para o controle
transcricional.

E um tipo de heranga que n3o resulta em mudanca na sequéncia
de nucleotideos do DNA (mudancas genéticas), mas outros tipos de
modificacoes que afetam a estrutura da cromatina, ou seja,
estao associadas com o controle da transcri¢cao génica.

As mudancas genéticas estao presentes nas células
germinativas e sio propagadas a todas as células filhas durante
0 desenvolvimento.

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




2. Definicé@o

As mudancas epigenéticas ocorrem também durante o
desenvolvimento, e podem estabelecer um padrao de expressao e
a identidade de uma linhagem celular especifica.

De modo diferente das alteracoes genéticas que estao presentes
na linhagem germinativa e todas as células do organismo
apresentam aquela variante genética, as mudancas epigenéticas
ocorrem ao longo de toda a vida, e, portanto um organismo tem um
genoma que pode ser modificado diversas vezes e gerar diferentes
estados epigenomicos.

Dois importantes tipos de mecanismos epigenéticos sao: 1)
metilacao do DNA e 2) modificacao covalente das proteinas
histonas

In Henrich et al, 2020 — Managing health in the genomic era — Chapter 5




2. Definicéo e Tipos de Mecanismos Epigenéticos

Compreender os mecanismos de modificagoes epigeneticas do
genoma e como essas modificagdes sao mantidas e transmitidas,
bem como, sua relacao com processos biologicos basicos e
essencial para a compreensao da:

Reproducao, Desenvolvimento, Processos
associados a Doencas e a Evolugao das
Adaptacoes ao Meio Ambiente, incluindo o
Comportamento.

Pontos importantes investigados em epigenética: 1) como surgem
os estados epigendmicos em células progenitoras e diferenciadas e
2) como esses estados epigeneticos sao transmitidos na mitose e
meiose, tornando esses tracos herdaveis.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 19




2. Definicéo e Tipos de Mecanismos Epigenéticos

Alteragoes no genoma controladas
epigeneticamente estao associadas com
doencgas comuns como cancer e diabetes,
entre outras.

Desta maneira, pesquisadores tem focado seus estudos em
busca do desenvolvimento de drogas que podem modificar ou
reverter as mudancas epigenéticas que fizeram com que
células saudaveis passassem a apresentar fenotipos anormais.

Explorar esses mecanismos epigeneticos permitira desenvolver
terapias personalizadas para diferentes doengas comuns.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 19



~ 2. Definigéo e Tipos de Mecanismos Epigenéticos

1. Metilacdo do DNA e ilhas CpG

2. Modificacdo de histona e remodelagem da
cromatina

A metilacao do DNA e as modificagOes covalentes das
histonas sao importantes no controle transcricional e
podem ser herdadas.

\ 4

Epigenoma




3. Metilacao do DNA

Processo quimico que adiciona o grupo metil a citosina
do DNA (no carbono 5), resultando em 5-metilcitosina

1 Ocorre exclusivamente na base citosina adjacente a base
guanina, uma combinacao denominada CpG.

gﬂﬂlﬂgﬂ“

d Muitas ilhas CpG estdo presentes em
regioes promotoras e upstream.




3. Metilacao do DNA

NH, NH,

N A N
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A enzima metiltransferase catalisa a transferéncia do
grupo metil de um doador para a citosina

d A % do residuos C das ilhas CpG que sdo metiladas varia
conforme a referéncia bibliografica.



3. Metilacao do DNA

O padrao de metilacao dos sitios CpG s&o transmitidos para a
célula filha por meio da replicacao do DNA, durante a divisao

celular.
Unmethylated C -
§AAéGTTTACGTT
1 T O O Y T I I I
¥FTTGOAAATGCAY
DNA @
replication
s AAOGTTTACGT? SAACOGTTTACGT?
(N T T I I I B B U I O O I I A I
FTTGOAAATGCAYS ¥TTGOAAATGCAY
o
Methylation
& -
SAAEGTTTACGT ¥ SAAODGTTTACGT ¥
T T A I A I N T Y I I A I
?TTG@AAATGiAS FETRONAARAYRCAY
o a

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




3. Metilacao do DNA

Os residuos de C metilados nos dinucleotideos CpG sao
facilmente desanimados para T (mutacdo espontanea). Isto €,
CpG tende a ser mutado para TpG. Por isso, dinucleotideos CpG
sao marcadamente subrepresentado no genoma humano.

Entretanto, algumas regidoes do genoma, em geral, sao ricas em
CpG, e conhecidas como ilhas CpG.

llhas CpG sao definidas como regides que: 1) comprimento > 200
nt; 2) tem conteudo C+G > 50% e 3) tem uma taxa observada/
esperada de CpG > 0,6.

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




3. Metilacao do DNA

e wimom | wars oo | 0000 | 10305000 | W, 190000 |

I KIF1B

llhas CpG estao presentes nas regioes promotoras de muitos
genes. As ilhas CpG tem um conteudo de CG maior do que o resto
do genoma. A figura acima mostra uma ilha CpG no gene KIF1B.

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




3. Metilacao do DNA

(1) GCytosine ~ (2) Uracil
NH- Oxidative
N i deamination ||
=L C
e, g =
r}'g : 2|C|H Deamination r|\'l |CH
e —
'}Cf,\“ ~CH  (Nitrosamide) Oc’fc N ~CH
_~H H
5 Methylation (Efficiently
Z at 5 carbon repaired)
@ N @) [0
L. | CH3 H JC. ,Obh
f}'/ SICI > Deamination I IC
. o
57C n-tH .C~. CH
H H
5-Methylcytosine Thymidine
Resulting DNA change: Mutant
2) (4)
© oY= -
- C o /g
— — n‘ /] - N
G - |’§n‘| . C S _.\— T
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Wrong base pair

Desaminacao espontanea da
citosina ocorre ha uma frequéncia
de 100 bases/ célula/ dia. Como
consequéncia, forma-se a base
uracila. Normalmente, o sistema
de reparo BER repara essa lesao

Desaminacao da 5-metil
citosina ira formar a timina. Essa
mutacao nao € corrigida porque a

timina € uma base normal do
DNA

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




3. Metilacao do DNA

O grupo metil bloqueia os fatores de transcrigcao e outras proteinas
necessarias para formar o complexo transcricional.

ZCK 7 r Produto génico

Ilha CpG
(promotor)

+ Citosina metilada

HMT
C Q Complexo de transcricdo
++++++++++++‘

Ilha CpG
(promotor)

Cerca de 60-70% de todos os genes humanos tem ilhas CpG em
suas regioes promotoras e sao importantes para regulacao
transcricional.

In Samuelson, 2019— The human genome in
Health and Disease — Chapter 10

Matos et al 2016 Acta de Saude 5:199



3. Metilacao do DNA

Uma quantidade significativa de dinucleotideos CpG
metilados estao localizados em regioes de DNA
repetido, que sao as regioes de heterocromatina do
genoma, incluindo os centrOmeros.

Metilacao dessas sequéncias contribuem para o
silenciamento da transcricao e replicacao de elementos
transposons que constituem importante % do genoma.

As enzimas DNMT3A, DNMTA3B adicionam grupos metil em
novas posicoes em ambas fitas de DNA e a enzima DNMT3
protege o0 gameta masculino de atividade de transposon.

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




METILACAO DO DNA

Cancer
Imprinting Genomico
Inativacao do cromossomo X



3. Metilacao do DNA

Metilacao das ilhas CpG sao componentes importantes
no desenvolvimento do cancer. Em geral, nas celulas
cancerigenas as ilhas CpG sao metiladas em uma
extensao maior que as células saudaveis, levando a
inibicao da transcricao.

Por outro lado, ilhas CpG podem estar submetiladas na
célula cancerigena levando a ativacao da transcricao.

Portanto, a célula cancerigena tem metilacao do DNA
aberrante e, como consequéncia, a expressao de
centenas de genes sao alteradas por metilacao.

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




3. Metilacao do DNA

Imprinting Genémico

O “imprinting” genémico cria uma
condicao de hemizigose e a expressao
génica depende se eles sao herdados

paternalmente ou maternalmente, o qual
controla a metilacao do DNA.

O imprinting gendbmico ocorre apenas em mamiferos
placentarios e alguns genomas de marsupiais.

O padrao de imprinting genémico € mantido durante a
divisao celular.

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




Imprinting Genémico

Hipotese do conflito genético

Grow well, but live
some resources for me

and my future
babies!

Grow big and strong
Use all the maternal resources
Future babiles may not have
my alledes!

Para equilibrar os
interesses
competitivos ocorre o
imprinting genémico
em algumas regioes

IGF2 off
IGF2R on

do genoma.
Maternal Imprinting Paternal Imprinting CerCa de 75 genes
of ma:.:r‘\';l*;‘:ouces of m%::r:.;‘lr:;:as i m pri nted

by baby in utero by baby in utero

A selecao natural age de maneira diferente nos genomas paternos
e maternos. Presumivelmente, ela favorece o equilibrio entre
preservar as fontes maternas e o crescimento do feto.

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




Imprinting Genémico

Falhas no imprinting resultam em doencas geneéticas, por
exemplo, Sindrome de Prader-Will e Sindrome de
Angelman.

Sindrome Prader-Willi (PWS)

Normalmente, genes da regiao 15911-g13 sao
expressos apenas paternalmente

Na PWS nao sido formados os produtos funcionais do
alelo paterno.

Mutacao: 75%.

Dissomia uniparental materna (upd[15] mat): 25%.




Imprinting Genémico

Sindrome Prader-Willi (PWS)

Rapido ganho de peso e morte precoce, aos 30 anos
de idade.




Imprinting Genémico

Sindrome de Angelman

O gene UBE3A, também da regiao 15q11-q13, é
expresso apenas maternalmente

Na Sidrome de Angelman nao sao formados produtos
funcionais de UBE3A.

Delecao de novo: 70%

Dissomia uniparental paterna [upd(15)pat]: 7%

Mutacdes no centro de “imprinting”: 4%




Imprinting Genémico

Sindrome de Angelman
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Retardo mental, auséncia de fala e surtos
descontrolados de risos




Imprinting Genémico

Loci da Sindrome de Prader-Willli e Sindrome de Angelman
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Dissomia Uniparental

O que é Dissomia Uniparental e qual é a outra
nomenclatura para esse evento?

Também denominada nao disjuncédo meiotica, € um processo

em que durante a meiose (l ou ll) os cromossomos nao sao
distribuidos igualmente para os gametas.

- Como consequéncia ambas os alelos de
um determinado gene originam-se do
mesmo genitor.




Recapitulando meiose

A v

4
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N % e
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(b) Oogénese

Schaefer e Thompson, 2015 Genética Médica - Cap. 5-108 e 110




Nao disjuncao meiética
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Ha um erro na segregacao dos cromossomos durante a meiose
levando a uma distribuicao desigual dos cromossomos entre os
gametas




Nao disjuncao meiética ou dissomia
uniparental

Qual a consequéncia da dissomia uniparental ou nao disjuncao
meiotica?

E formado um gameta com um cromossomo extra e apds a
fertilizacao resulta em um zigoto trissémico.

Como & formado o individuo, por exemplo, com dois cromossomos 15
se 0 zigoto é trissdmico?

Ocorre 0 “‘resqgate” da trissomia, isto €, a dissomia é restaurada




Nao disjuncao meiética ou dissomia
uniparental

Quais os eventos celulares que resultam na dissomia, apos a
formacao do zigoto com trissomia?

Nas primeiras mitoses zigoticas um dos cromossomos € perdido.

Em 1/3 das vezes, os dois cromossomos recuperados sao do
mesmo genitor, o que € denominado dissomia uniparental (UPD)




Dissomia Uniparental: Descoberta - 1988

Uniparental Disomy as a Mechanism for Human
Genetic Disease
J. Edward Spence,} Ronald G. Perciaccante,§ Gillian M. Greig,! Huntington F. Willard,!

David H. Ledbetter,} J. Fielding Hejtmancik,} Marilyn S. Pollack,} William E. O’Brien,*t
and Arthur L. Beaudet*t

Am. J. Hum. Genet. 42:217-226, 1988

Arthur L. Beaudet
(1967 — MD Yale)
Genética Humana

Estudo de caso clinico de uma criangca com doenca autossémica
recessiva em que apenas um dos pais era heterozigoto. A mae
era homozigota com os alelos normais (nao mutados)







Dissomia Uniparental: Descoberta - 1988

Quais as possibilidades?

Trisomy To

1. Out ade Pseudodisomy
2. Muf)&#:va no @
crom m aterno

|

Trisomy

Non-Disjunction

Falha na transmisséo paterna

Uniparental Biparental
Disomy, Some Pseudodisomy
Isodisomy




Dissomia Uniparental: Descoberta —
1988 — Fibrose Cistica [CFTR]
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3. Metilacao do DNA

Inativac@o do cromossomo X

Como mecanismo de compensacao de dose na
célula feminina, um dos cromossomos X é
inativado por mecanismos epigenéticos e o
mesmo € denominado corpuculo de Barr ou
corpusculo de cromatina sexual.

Corpusculo de Barr: € um mecanismo
epigenético em mamiferos que compensa
. a disparidade de dosagem do
/ cromossomo X.

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics



Inativacdo do cromossomo X - A
compensacao de dose — Corpusculo de Barr

1948
Murray Barr /‘ ‘ -

(1908 — 1995)

Célula epitelial da bochecha de uma
mulher mostrando a presenca de

EwartG. | corpUisculo de Barr
Bertran

(1923 )

Célula epitelial da bochecha de um homem
mostrando a auséncia de corpusculo de
Barr

Klug et al 2019 Concepts of Genetics - Cap. 7 pg 159




Inativaca@ao do cromossomo X - A
compensacao de dose — Corpusculo de Barr

Nucleus
Cytoplasm
// Yo
Barr body/

46, XY 46, XX
45, X 47, XXY
Sindrome Sindrome de
de Turner Klinefelter

Klug et al 2019 Concepts of Genetics - Cap. 7 pg 160




Inativagc@o do cromossomo X — A hipétese de
Lyon (Mary Lyon, 1961).

Al ;,‘“ Ainativagao de cromossomos X ocorre
el 3 aleatoriamente nas células somaticas, em
um momento precoce do desenvolvimento
embrionario, provavelmente no estagio de

Py

Mary Lyon blastocisto.

(1925 — 2014)

Uma vez ocorrida a inativacao, todas as células descendentes
tém o mesmo cromossomo X inativado que a sua célula genitora
inicial.

Isso resulta em uma forma de mosaico celular, onde diferentes
células do corpo expressam diferentes copias de genes ligados
ao cromossomo X.




Inativagc@o do cromossomo X — A hipétese de
Lyon (Mary Lyon, 1961).

O que € o mosaico em relacao aos genes ligados ao
cromossomo X?

Em algumas regioes do corpo serao expressos, por exemplo,
somente os alelos no X herdados de origem materna e em
outras regioes somente os alelos de origem paterna.

Convém ainda ressaltar que o cromossomo X que forma o
corpusculo de Barr nao é 100% inativado. Cerca de 15% de
seus genes escapam a inativagao.




Inativagdo do cromossomo X — A hipétese de
Lyon (Mary Lyon, 1961).

Corplsculo

de Barr
Centro de
inativacao de X
\ Inativagao de X’ 3
t mal
Xi

pat m
/ Expressa alelos
{‘ maternos
X X

Inativacio do X ‘ I ’
I ln.' b I l .
Xi

Expressa alelos
paternos

Thompson e Thompson 2016 Genética Médica — Capitulo 3 (82 Edicao)




4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Estrutura do nucleossomo

Em nossas células o DNA é empacotado com o auxilio das
proteinas histonas formando o nucleossomo.

In Samuelson, 2019—- The human genome in Health and Disease — Chapter 4




. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Estrutura do nucleossomo

Octamer of core histones

Core DNA

N

Histone H1

Linker DNA

O DNA é enrolado com um core de proteinas histonas
denominadas H2A, H3B, H3 e H4. A histone H1 é o sitio onde o DNA
entra e sai do nucleossomo.

In Samuelson, 2019—- The human genome in Health and Disease — Chapter 4




4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Empacotamento do DNA

DG NG |
/ 'ﬂlllI!‘

Nucleosome

In Samuelson, 2019—- The human genome in Health and Disease — Chapter 4



4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Empacotamento do DNA

Looped 300 nm
structure
Chromatin
loops
Metaphase
chromosome

as seen under
the microscope

1400 nm

In Samuelson, 2019—- The human genome in Health and Disease — Chapter 4



4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

‘ Modificacoes epigenéticas de histonas \
AR R i e A

ARTKQTARKSTGGKAPRKQLLTKAARKSAPATGGVKKPH— H3
b b g 910Mm 2728 36

? Methylation lysine (repressive)

. ? Methylation lysine (activating)

Methylation arginine

r Acetylation
|' Phosphorylation
@ Ubiquitination

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10



4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Modificacoes epigenéticas de histonas
trrrr e .

B
I
SGRGEGGEKGLGEGGAKRHREVLRDNIQGITKPAIRRLAR —
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A maior parte das modificagcbes das histonas estao associadas com
ativacao transcricional, entretanto, metilacao de trés lisinas (H3K9,
HJ3K27 e H4K20) estao associadas com modificacdes repressivas.

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




4. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Modificacoes epigenéticas de histonas

Condensed

chromatin

LWL,

‘u' s ﬂ ﬂ Opened chromatin

Chromatin remodeling and
histone modification

Os fatores de transcricao
desempenham importante papel
em iniciar mudancas
epigenéticas, e portanto,
mutacoes em sitios ligantes
de fator de transcricao podem
causar a regulacao epigenetica
aberrante.
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Epigenoma
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Traracription factor ChIP-seq (161 factors) from ENCODE
Txn Factor ChiP —_—_—— —
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S| T
Enhancer Promoter

Marcas de histonas em regibes promotoras € enhancers. A
estrutura do gene ALAS2 incluindo 4 exons e o estado da cromatina
nas regioes de promotor e enhancer.

In Samuelson, 2019- The human genome in Health and Disease — Chapter 10




MODIFICACAO EPIGENETICA
DAS HISTONAS

Sindrome do X-fragil



. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Sindrome do X-fragil (OMIM 300624)

CGG/ 200-4000 mutant

FMR-1 gene —|

CGG 50-200 pre-mil itation
/ 5 UTR
Beginning of gene

ccG/ b-—55 normal

A sindrome do X-fragil € caracterizada pela expans&o do trinucleotideo CGG
na regiao S'UTR do gene FMR-1. O alelo normal tem de 6 — 56 repeticoes,
enquanto no alelo mutante esse numero € > 200 repeticbes e como
consequéncia nao ha a sintese da proteina FMR-1

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Mudancas reversiveis na estrutura da cromatina

Sindrome do X-fragil (OMIM 300624)

E a forma hereditaria mais comum de deficiencia intellectual de grau
moderado. O numero de repeticoes pode aumentar de geracao para

geracao. @
Em homens a incidéncia & ' '
1: 3.000 —4.000 nascidos ﬁD
Amostras de DNA de uma At R R
familia digeridas com duas !. °
' enzimas de restricao E (Eco- e -
' :
’ Rl) e B (Bssh2) '
No tio ndo afetado, o alelo selvagem digerido com E » .
resulta em uma bandade 5.2e E+ B de 2,8 kb. No ' - -

probando o fragmentode E € >5.2 kb
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Sindrome do X-fragil (OMIM 300624)

: Repeat expansion
Fragile X =

RNA "/

Pairing with DNA

RNA e\
DNA A el il ot N,

Epigenetic
changes

H3K9me2

— 9 9 6 e

\/"L/TJ"\I/\/\/ Silencing of
FMR1 gene

Na sindrome do X-fragil, a
expansao do trinucleotideo
CGG resulta em repressao da
transcricao. Um provavel
mecanismo para a repressao e
gue a regiao repetida do
MRNA forma uma molécula
hibrida RNA-DNA por
complementariedade.

Como consequéncia, ocorrem marcas na histona H3K9Me, que resulta no
silenciamento génico. Portanto, a sindrome do X-fragil € também uma
doenca epigenética.

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease: a story of four letters. Chapter 10.
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