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Prefacio

Este livro nasceu do meu desejo de contribuir com a formagio dos
estudantes da drea de biologia sobre um tema relativamente novo e muito
atraente no campo da genética, que ¢ a Epigenética. O nosso despertar do
interesse por esse campo da genética veio com o tema de dissertagao (Mestrado)
que minha filha Paula realizou no curso de pés-graduagiao da UFPE/LIKA
com o objetivo de estudar a associacio dos polimorfismos dos genes IGF2
(Fator de crescimento tipo insulina II) e H19 em criangas nascidas com baixo
peso e, também, avaliar o grau de metilagao desses genes associado com baixo
peso das criangas ao nascer. Nesse tempo, Isaura Isabelle era nossa aluna IC e
também se interessou pelo assunto. Assim, implantamos a técnica de anélise
de metilagdo do DNA no Laboratério Genoma e o resultado do experimento
sobre metilagio do DNA do gene H19 associado ao baixo peso de crianca
ao nascer foi publicado. Agora que estamos nesse tempo de confinamento
devido & pandemia do COVID-19, resolvi convidar Isaura para escrever esse
livro que acredito ser de grande proveito para a comunidade universitdria e
demais interessados pelo assunto. Espero que estejamos levando uma leitura
agraddvel, esclarecedora e ficil de entender, especialmente para os nossos alu-
nos dos cursos de Agronomia, Engenharia Florestal, Veterindria, Zootecnia,
Biologia (Licenciatura e Bacharelado) da UFRPE. A intencdo principal é
oferecer aos leitores uma fonte de conceitos basicos da Epigenética, descritos
em uma linguagem simples, logica e sintética, com a intengao de contribuir
para exercitar e ampliar seus conhecimentos em cada tema abordado. Eu e
Isaura desejamos, portanto, que os nossos alunos, em contato com os assun-
tos que escrevemos, sejam estimulados a aprender epigenética de uma forma
pessoal, relacionando os contetdos a algo que jd conhecem e se deparam no
dia-a-dia, associando os fatos do passado com o presente, de modo a tornar
os temas mais interessantes no que se refere ao panorama da beleza da vida.
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EPIGENETICA: CONCEITOS BASICOS

Maria de Mascena Diniz Maia

A vida ¢ caracterizada pela diversidade de seres vivos, e as diferentes
espécies apresentam caracteristicas distintas. Varia¢oes fenotipicas como
cor dos olhos, altura e peso, sio observadas entre individuos da mesma
espécie, como por exemplo, nos seres humanos. Uma mesma caracteristica
(fenétipo) pode apresentar diferentes formas que sao atribuidas a variagoes
na sequéncia de nucleotideos da molécula de DNA (genétipo), com a con-
tribui¢do de diferentes fatores ambientais. O genoma humano, por exem-
plo, apresenta diferentes versoes que resultam dos processos de mutagoes
e recombinagoes, eventos pelos quais, as variagdes fenotipicas se estabelecem
entre os individuos, no entanto, apenas essas variantes genéticas nao podem
explicar todas as diferengas fenotipicas. O corpo humano ¢é constituido por
diferentes 6rgaos, sistemas e diversos tipos celulares com formas e fungoes
diversas. No entanto, todas as células de um individuo possuem o mesmo
genoma, com as mesmas instrugoes génicas, ou seja, o mesmo DNA ¢ usado
para dar origem as células musculares, aos fios de cabelo, as células do figado,
aos neurdnios, as células da pele e assim por diante. A pergunta é, por que
as células de um mesmo organismo que contém genomas idénticos sao tao
diferentes e possuem funcoes tao distintas?

A resposta estd no processo em que cada tipo celular adquire fenétipos
especificos por modificagoes quimicas no genoma, processo conhecido como
diferenciaco celular. As células devem manter a identidade desses fenétipos e
transmiti-la as suas células-filhas, durante as divisoes celulares, de forma que
a identidade e manutengio desses fendtipos sejam estabelecidas, independen-
temente da sequéncia do DNA e das modificagdes quimicas no genoma que
levam a modificar sua expressdo. Essas modifica¢des quimicas que ocorrem
no genoma da célula em resposta a0 meio ambiente e a processos patoldgicos,
e que nao alteram a molécula do DNA, sao estdveis e transmitidas por meio
de divisoes celulares mitose e meiose, podendo ser esclarecidas pelos estudos
dos mecanismos epigenéticos.
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Breve Histérico

O termo Epigenética é conhecido desde 1942, quando o bidlogo
inglés, Conrad Hal Waddington (1905-1975), trabalhando com biologia
do desenvolvimento, utilizou pela primeira vez o termo epigenética para se
referir a “todos os eventos que conduzem ao desdobramento do programa
genético para o desenvolvimento, ou o ramo da biologia que estuda as intera-
¢oes entre genes e seus produtos que fazem o fenétipo visivel. Assim, propds
pela primeira vez a relagdo entre genes e desenvolvimento, porém, nenhum
mecanismo foi proposto para essa relagio. Waddington cunhou o termo pai-
sagem epigenética (“epigenetic landscape”), como um modelo conceitual de
como os genes podem interagir com o ambiente para produzir um fenétipo,
quando a natureza fisica dos genes e seu papel na hereditariedade ainda nio
eram conhecidos (Fig. 1).

4 i A )

Fig. 1. Modelo de “Epigenetic landscape” proposto por Waddington, representando as
vdrias escolhas possiveis que uma célula (esfera) pode fazer durante o desenvolvimento.
Fonte: The epigenetic landscape proposed by C. H. Waddington (1940) in Organisers &
genes; Cambridge: Cambridge University Press.

O termo ‘epigenetic landscape” de Waddington é uma demonstragio
visual de um conjunto de escolhas com as quais uma célula embriondria
se depara durante o desenvolvimento e indica a associagio da epigénese
com a genética.

Desta forma, podemos conceituar a epigenética (epz - do grego,
acima) como um “conjunto de fatores e processos moleculares que ocorrem
em torno do DNA, que sdo estdveis durante as divisoes celulares (mitose e
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meiose) e que regulam a atividade do genoma independente da sequéncia
do DNA”. Vale lembrar, que a reversibilidade estd no conceito da epige-
nética, o que significa dizer que os fenétipos diferentes produzidos a partir
da mesma sequéncia de DNA, por meio de modificacoes epigenéticas, sdo
possiveis de reversibilidade tendo em vista que nao houve mudanga nas bases
(A, T, C, G) da molécula do DNA. Assim, podemos deduzir que as marcas

epigenéticas ndo sio fixas e podem ser modificadas.

Genoma e Epigenoma

Por defini¢ao, o genoma humano ¢é constituido de 23 pares de cro-
mossomos, que contém interiormente os genes e que se encontram dentro
do ndcleo da célula diploide apés o processo de fecundagio entre as células
gaméticas, 6vulo e espermatozoide. Podemos dizer que o genoma ¢ o cédigo
genético ou o conjunto de genes do ser humano. Cada gene é constituido por
uma sequéncia especifica de DNA (4cido desoxirribonucleico) que determina
as caracteristicas herdadas geneticamente.

Os Cromossomos dos organismos eucariontes estio localizados no
nutcleo das células e sdo estruturas lineares de DNA dupla hélice que carregam
os genes que codificam as caracteristicas fisicas particulares de cada individuo.
O DNA ¢ quimicamente formado por pentose — um aglicar que apresenta
moléculas formadas por cinco dtomos de carbono; fosfato — um radical de
dcido fosférico e quatro bases nitrogenadas que se juntam aos pares: adenina
(A) com timina (T) e citosina (C) com guanina (G).

O conceito de cromossomo ¢ cromatina ¢ 0 mesmo, o que muda
¢ a forma como se encontram no interior do nicleo em certas fases do ciclo
celular. Cada cromossomo eucaridtico constitui uma estrutura formada por
uma tnica molécula de DNA dupla hélice associada a proteinas histonas e niao
histonas formando um arranjo complexo também conhecido como cromatina.

Quando a célula entra em divisio, a estrutura da cromatina se torna
altamente compactada formando o que se chama de cromossomo, que
pode ser visto no microscépio 6tico, na fase de metdfase da divisao celular.
A diferencga entre eles é que o cromossomo é a cromatina compactada
(Fig. 2). Vale salientar, que a cromatina nio ¢ uma estrutura uniforme,
apresentando segmentos altamente condensados (heterocromatina) e seg-
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mentos menos condensados (eucromatina). Esse grau de compactagao da
cromatina é um processo dindmico e sua conformagio pode ser alterada
de acordo com os sinais ambientais exdgenos e endégenos a que a célula
¢ submetida.
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Fig. 2. Condensagio do cromossomo (estrutura de cromossomo e cromatina).
Fonte: Tortora G. J. & Derrickson B. H. “Principles of Anatomy and Phisiology”.
11th ed. Hoboken, NJ: J. Wiley & Sons (2006).

Sabe-se que a molécula do DNA ¢ muito maior que o nicleo de
uma célula eucarionte e 0 DNA de uma célula humana s6 é capaz de caber
no ndcleo gragas a fun¢ao de organizagio das proteinas histonas que sao
especializadas para empacotar a molécula de DNA numa estrutura chamada
de nucleossomo (Fig. 3).

Os nucleossomos sao as unidades basicas de compactagio do DNA
composto por cerca de 200 pb de DNA enrolado ao redor de um octdmero
de histonas. As histonas nucleares (H2A, H2B, H3 e H4) sio proteinas de
cardter bésico (ricas em aminodcidos bésicos, como arginina e lisina), com
sequéncias de aminodcidos altamente conservadas entre os eucariontes. As
histonas formam complexos octaméricos cada um contendo duas subunidades
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Fig. 3. Estrutura do Nucleossomo.

Fonte: Zaidi, et al. “De novo mutations in histone-modifying genes
in congenital heart disease.” Nature 498.7453 (2013): 220-223.

de cada uma das quatro diferentes histonas. O DNA ¢ enrolado em torno do
octimero de histonas com um superenrolamento solenoidal para a esquerda,
com quase duas voltas. A histona H1 nio faz parte do nucleo de histonas
do nucleossomo em vez disso, ela se liga ao DNA ligante (liga nucleossomos
adjacentes) e ¢ denominada histona de ligacdo. A histona H1 juntamente
com outras proteinas nao histonas estio envolvidas na estruturacio e orga-
nizagao da cromatina. As caudas N-terminais das histonas projetam-se dos
nucleossomos e estao acessiveis as enzimas que adicionam e removem grupos
quimicos por ligagdes covalentes tais como, acetilagio, fosforilagio, metilagio,
ubiquitinagao, entre outros. A adi¢ao destes grupos muda o nivel de expressao
dos genes acondicionados em nucleossomos contendo histonas modificadas.

Algumas modificagdes estao associadas a genes ativos (acetilagio),
enquanto outras estao associadas tanto a genes ativos quanto a genes silenciados
(metilagao). A posigao das modificagoes nas caudas das histonas também estd
associada as fungoes, como por exemplo, a metilagio nas lisinas 4, 36 ¢ 79
da histona H3 (H3) estd associada a genes ativos, enquanto nas lisinas 9 e 27
estd associada a genes silenciados. Desta forma, podemos dizer que as histonas
funcionam na helicoidizagio do DNA em cromossomos e na regulacio da
atividade génica.




Maria de Mascena Diniz Maia

Assim como as histonas, a molécula de DNA também sofre modifica-
¢oes quimicas que podem influenciar tanto a estrutura da cromatina quanto
o controle da expressio génica. Essas modificagdes que podem ocorrer nos
aminodcidos das caudas das histonas (que fazem parte da cromatina) e nos
nucleotideos da molécula do DNA, em geral nas citosinas, compreendem o
conjunto de marcas epigenética da célula. Portanto, o conjunto de marcas
epigenéticas de uma célula é chamado epigenoma. Essas marcas regulam o
acesso da maquinaria de transcri¢ao de RNA 2 sequéncia dos genes, que pode
promover ou impedir o processo.

Marcas Epigenéticas

Em humanos, apés a fecundagio, a célula-ovo ou zigoto, que é uma
célula totipotente, inicia o processo de divisio celular mitdtica para dar origem
a diferentes tipos de células, 6rgaos e tecidos do corpo.

O desenvolvimento embriondrio (embriogénese) corresponde ao
conjunto de mecanismos de multiplicagdo e diferenciacio celular que leva
a formacio de tecidos de um embrido e depende da captagio de sinais pelas
células que podem vir de dentro das préprias células, de células vizinhas
(incluindo as células da mie) e do meio externo (ambiente). Estes sinais irio
determinar a morfologia, a fisiologia do embrido ¢ do individuo e também
o seu comportamento. Os sinais do ambiente externo recebidos pelas células
podem ser nutrientes, hormdnios, frio, calor, carinho, estresse, entre outros.
Assim, o nucleo das células, responde a esses sinais do ambiente conforme o
processo de modificagdes quimicas do DNA e da cromatina. De um modo
geral, esse conjunto de modificagdes quimicas ou bioquimicas que ocorre no
genoma, determina o epigenoma que estabelece diferentes formas de acesso
a informagio contida no DNA, possibilitando que, apés a fertilizagio, o
zigoto com um Unico genoma dé origem a diferentes tipos celulares, que se
diferenciam em 6rgos e tecidos do corpo humano.

Ao longo do tempo, pesquisas bioldgicas baseadas nas teorias gené-
ticas mendelianas, acreditavam que fenétipos especificos dependiam apenas
de informagio contida no DNA da célula, responsdvel pela transmissao de
caracteristicas ao longo das geracoes. Entretanto, estudos recentes, tém revelado
a existéncia de processos alternativos de heranca fenotipica nao mendeliana
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para esclarecer certos mecanismos de heranca que nao envolvem mudangas
na molécula do DNA. A epigenética, é uma drea promissora, para esclarecer
esse tipo de heranga.

Sabe-se que o fenétipo resulta da interagio entre o genoma e o epige-
noma o qual ¢ influenciado pelos fatores ambientais. Estudos revelam também
que, durante o desenvolvimento humano, ocorrem modifica¢oes quimicas
no genoma que nio alteram a sequéncia do DNA e sdo denominadas marcas
epigenéticas, que estdo associadas a variagoes fenotipicas do individuo devido
as mudangas na expressao génica que ocasionam.

As marcas epigenéticas podem ser apagadas e reprogramadas durante
a produgio de gametas e a formagao do zigoto e também podem persistir no
organismo e serem herdadas juntamente com o DNA para as futuras geracoes
(heranga epigenética transgeracional). Se forem adquiridas no inicio da vida,
podem ocasionar grande impacto no fendtipo adulto com o desenvolvimento
de doengas como cincer, diabetes, obesidade, cardiopatias, artrite reuma-
toide, entre outras. Além disto, se estas marcas afetarem células gaméticas
podem também influenciar no fendtipo das geragdes posteriores. Também
¢ conhecido que as marcas epigenéticas estao associadas a0 mecanismo de
ativagio/desativagao de um gene em certos tecidos onde a expressao desse
gene se faz ou nao necessiria (Fig. 4).
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Fig. 4. As marcas epigenéticas definem a ativagio (ON) e desativagio (OFF) dos

genes necessarios as células e tecidos, influenciando as proteinas expressas.

Fonte: https://slideplayer.com/slide/3709446.
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Estudos tém comprovado que os padrées e marcas epigenéticas (por
exemplo, metilagdo do DNA, acetilagdo de histonas da cromatina, expressao
de RNAs regulatérios) alteram o acesso a informagao genética e sio diferen-
tes em cada tipo de célula e tecido do corpo humano e que também podem
mudar com o tempo. Enfim, podemos dizer que os mecanismos epigenéticos
sao fundamentais para o desenvolvimento do individuo e decisivos para o
mecanismo correto do controle da expressao génica ao longo da vida.

Enquanto a informacio genética (genoma) de uma célula é conside-
rada estdvel, a informagao do epigenoma é considerada um processo dinimico
a0 longo da vida, tendo em vista ser orientado pela interagio entre fatores
genéticos e ambientais. Os esclarecimentos cientificos da relagao entre genes e
ambiente surgiram com a descoberta da base molecular epigenética que con-
trola a ativagio e desativagao do gene. Apés a descoberta desses mecanismos
epigenéticos, muitos processos biolégicos tém sido melhor compreendidos. A
alteracio das marcas epigenéticas pode ser originada da interacio do genoma
do individuo com o meio ambiente interno e externo em qualquer estdgio de
sua vida, gerando epigenomas em permanente adaptagio e que podem levar
ou nao ao desenvolvimento de patologias.

Um exemplo de estudos de mudangas epigenéticas de individuos
resultante da interag¢do do genoma com o meio ambiente, estd na divergéncia
entre os gémeos monozigéticos que apesar de terem genomas idénticos exi-
bem diferencas fenotipicas como ansiedade, obesidade, entre outras que sio
acentuadas 2 medida que envelhecem. Este fato sé pode ser explicado pelas
experiéncias individuais vividas ao longo de suas vidas. Isso nos faz concluir
que gémeos monozigbticos possuem genomas idénticos, porém, epigenomas
diferentes devido as marcas epigenéticas induzidas pelo meio ambiente. Outro
exemplo de modulagio controlado pelos mecanismos epigenéticos, é o caso
das fémeas de abelhas que se desenvolvem a partir de larvas geneticamente
idénticas, mas a dieta exclusiva com geleia real transforma uma operdria infértil
em uma rainha fértil, devido a capacidade desse alimento em silenciar um gene
chave. Pesquisas revelam também que o estado epigenético e a expressio de
alguns genes podem ser afetados pela exposicao de gestantes a determinados
nutrientes ou toxinas.

Lembrando que esses efeitos epigenéticos podem ser reversiveis, uma
vez que dependem do estilo de vida do individuo, ao contrdrio das mudancas
genéticas convencionais que sao consideradas irreversiveis.
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Mecanismos Epigenéticos

A expressio génica é um processo complexo que envolve indmeras
etapas. O passo inicial na expressio génica é a transcrigio da molécula de DNA
em uma copia exata do RNA. Para iniciar a transcri¢do, a RNA polimerase se
liga a uma regido especifica do DNA (o promotor) para formar uma cadeia
de RNA mensageiro (RNAm) complementar a uma das cadeias de DNA.
Em eucariotos, no processo pés-transcricional, uma guanosina metilada ¢
adicionada a extremidade 5 do RNAm transcrito e essa molécula é proces-
sada em um mecanismo conhecido como Splicing. O splicing do RNAm
ocorre através de uma série de eventos de clivagem e ligagio que removem
sequéncias de introns (que nio contém informagio para aquela proteina) e
unem éxons (que contém as informacdes necessdrias a formagao da proteina)
de uma maneira apropriada.

Em eucariotos, apds a uniao dos éxons, o terminal 3> do RNAm ¢
clivado e uma cadeia de residuos de adenosina, conhecida como cauda poliA,
¢ adicionada na preparagio para o transporte de RNAm do nticleo para o cito-
plasma. Nesta fase, 0o RNAm estd pronto para ser traduzido pelos ribossomos
no citoplasma de uma célula eucariética, convertendo a informagao biolégica
do RNA em uma proteina. Na tradugio, os polipeptideos sdo sintetizados
de maneira sequencial, do terminal N ao terminal C, por meio de trés etapas
distintas - inicia¢do, alongamento e terminagao.

Apés o inicio, o cédigo genético ¢ lido em trincas de nucleotideos
(cédons) especificados pelo RNAm e os aminodcidos especificados sdo reu-
nidos durante o processo de alongamento e ligados por uma reagio peptidil
transferase, resultando na formagio de uma ligagio peptidica e no alonga-
mento da cadeia de peptideos. A terminagio da tradugio ocorre quando um
dos c6dons de terminacio (UAG, UAA e UGA) sinaliza a liberacio de uma
cadeia polipeptidica completa.

Em seguida, o ribossomo se desliga do RNAm e as subunidades
ribossdmicas (maior ¢ menor) se dissociam, e mais uma vez estdo prontas
para iniciar um novo ciclo. A proteina gerada pode sofrer vdrias modificagoes
p6s-traducionais antes de ser usada em seu papel funcional.

Este é um resumo simples sobre a expressio génica em um organismo
eucarionte, mas na realidade numerosas etapas regulatérias siao envolvidas
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para manter a integridade do processo e trabalhar com fatores externos para
controlar cada estdgio. Pesquisas cientificas tém comprovado que processos
epigenéticos, incluindo metilacio do DNA, modificacio de histonas e RNAs
regulatérios influenciam a expressdo génica, principalmente no nivel da
transcrigio, no entanto, outras etapas do processo (por exemplo, splicing e
tradugio) também podem ser reguladas epigeneticamente.

A seguir, serd descrito o papel da epigenética e sua influéncia na
expressao génica. Os processos epigenéticos que alteram de maneira estdvel os
padroes de expressao génica (e/ou transmitem as alteragées na divisao celular)
incluem: (1) metilagio do DNA; (2) modificagio pés-traducional das proteinas
histonas e remodelagio da cromatina; e (3) mecanismos baseados em RNA.
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Historico e Principios

A metilagio do DNA ¢ considerada uma das modificagoes epige-
néticas mais estdveis e mais estudadas e deve ser o principal mecanismo a
liderar a heranca epigenética ao longo das geragoes. Em 1975, dois bidlogos
ingleses, Robin Holliday e John Pugh, e um biélogo americano, Arthur Riggs,
sugeriram pela primeira vez, que a metilacdo, uma modificagio quimica do
DNA, ¢ herdével, pode ser induzida por influéncias ambientais e deve ser
vista como um importante mecanismo para o controle da expressao génica
em organismos superiores. Assim, pode ser apontada como uma marca epi-
genética herddvel e reversivel, que se propaga ap6s a replicacio do DNA e
tem fundamental influéncia na expressio génica. Esse mecanismo explica, em
parte, as mudancas nos padroes de expressao génica e a diferenciacao celular
a0 longo do desenvolvimento.

A reacio de metilagio consiste na adicao de um radical metil (-CH3)
na posi¢ao 5 de uma molécula de citosina na sequéncia do DNA, resultando
em uma 5-metil citosina (Fig. 5) geralmente seguida por uma guanina (dinu-
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Fig. 5. A enzima DNA metil-transferase (DNMT) catalisa a transferéncia do

grupamento metil (CH3) da S-adenosil-metionina (SAM) para o carbono 5’ da
citosina, formando a 5-metilcitosina (5meC) ou seja, a citosina metilada.

Fonte: Adaptado de https://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arcr351/6-16.htm
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cleotideo 5’-CpG -3’, p significa ligagio fosfodiéster) onde se encontram
os sitios de ligacdo e reconhecimento destes fatores. A citosina é uma base
nitrogenada que é muito susceptivel a diversas modificacdes quimicas e isso
faz com que sua reatividade permita modificagoes enzimdticas que podem ser
adaptadas para novas fung¢des epigenéticas, mas também pode alterar a infor-
magao genética codificada e conduzir a mutagoes. A integridade epigenética
deve-se a estabilidade genética da citosina. Vale informar, que os doadores de
radical metil sio obtidos da dieta e sdo principalmente a metionina, seguido
do folato, colina e vitamina B12.

Os grupos metil permitem a ligagio normal de hidrogénio no sulco
maior do DNA alterando suas caracteristicas biofisicas e resultando em dois
efeitos: podem inibir o reconhecimento do DNA por algumas proteinas ou
podem facilitar a ligagao de outras proteinas ao DNA. A metilacio do DNA
leva ao recrutamento de proteinas que causam a compactagio da cromatina,
impedindo que a enzima RNA-polimerase se ligue & molécula. Em geral, a
metilagio do DNA estd associada a repressao génica e padroes de metilagao
podem ser mantidos apds a replicacio do DNA e a divisao mitética. O
emparelhamento 5’-CpG-3’, ocorre a uma frequéncia baixa na maior parte do
genoma, mas ocorre a um nivel alto nas regioes referidas como ilhas 5’-CpG-
3’. Em mamiferos, a metilagio pode estar concentrada em regioes do genoma
onde hd maior densidade de ilhas 5’-CpG-3’ ou também em ilhas 5’-CpG-3’
isoladas ao longo do genoma. Estima-se que aproximadamente 70-80% de
todas as citosinas no contexto CpG sio metiladas.

O controle da expressio génica ¢ influenciado pela localizagao da meti-
lado do gene. Assim, se a metilagdo ocorre na regiio promotora da transcrigio,
o gene nio serd transcrito, e, como consequéncia, nio h4 expressio génica e
o fenétipo é reprimido (Fig. 6). Da mesma forma, a metilagio no DNA em
regides acentuadoras da transcrigio, ou em elementos regulatérios necessédrios
a transcri¢do de alguns genes, inibem o processo transcricional. Embora a
metilacdo em outras regides do DNA esteja sendo investigada, parece nao ter
esse efeito como, por exemplo, nas regiées chamadas de corpo do gene (regiao
ap6s o primeiro éxon), onde a metilagio parece contribuir para o aumento
da transcricdo e nio a repressdo. Estes mecanismos, no entanto, ainda estao
sendo investigados e nio se sabe ao certo como acontecem.




Capitulo II METILACAO DO DNA

(" )

v

.99 0000 8%

Prosuscs fogion

':l-:' Palez MBetilado

]
et L

—

Inatives

>
39 oo9p 2T
\ Prerascr spgiion e )

Fig. 6. Metilagio do DNA regulando a ativagio da transcrigio génica. TFs:

Fatores de transcrigao.
Fonte: Kondo, et al. “Epigenetic dysregulation in thyroid neoplasia.” Endocri-

nology and metabolism clinics of North America 37.2 (2008): 389-400.

A ligagao de grupos metil a citosina do DNA altera a sua estrutura,
com consequentes modificacoes nas interagées do gene com a maquinaria
no nucleo da célula necessdria para a transcri¢ao, processo geralmente visto
como marca repressiva que inibe o inicio de transcri¢ao, quer por prevengio
da ligagao de certos fatores de transcrigao, quer por recrutamento de proteinas
metil-ligantes (MBPs), gerando DNA com cromatina compactada. As regioes
da molécula de DNA onde nio existem genes ativos (regiées chamadas de
heterocromatina) sao notadamente compactadas e metiladas. Vale destacar
que os perfis de metilagaio do DNA sio alterados em muitas doencas. Estudos
revelam que grande parte dos tipos de cAncer apresentam tanto hipometilagao
ao longo do genoma quanto hipermetilagio aberrante em genes supressores
de tumores ou em RNAs nao codificantes.

Metiltransferases de DNA (DNMTs)

As células tém a capacidade de metilar e desmetilar o DNA, um
processo que influencia o controle da expressio génica. As metiltransfera-
ses de DNA (DNMTs) pertencem a uma familia de enzimas responséveis
pela metilagio do DNA (Fig. 5). Foram identificadas quatro DNMTs em
mamiferos: DNMT1, DNMT2, DNMT3a e DNMT3b, cada uma com

sua funcio especifica.
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A DNMTT cuida da manutencio da metilagio do DNA durante a
replicacdo, copiando o padrio de metilagao da fita de DNA original para a
fita recém-sintetizada. Para compreender porque esse processo é necessdrio e o
quanto ele é crucial para a integridade das células, é preciso esclarecer alguns
detalhes: A replicacdo é um processo semi-conservativo, ou seja, as “fitas filhas”
sao formadas por uma fita ancestral e uma nova e ambas as fitas de DNA sao
replicadas simultaneamente. O processo de replicagio ocorre muito rdpido e
depende de muitas enzimas que fazem com que a informagao da fita nova seja
completamente idéntica ao genoma que lhe deu origem. Devido a complexi-
dade deste processo, podem ocorrer erros que sao reconhecidos e “consertados”
por mecanismos de reparo, ou seja, enzimas identificam o erro e consertam
os nucleotideos errados. Af surge a pergunta: Se a fita recém-sintetizada ¢é
complementar a fita ancestral e o processo ocorre simultaneamente nas duas
fitas, como as enzimas de reparo reconhecem qual fita deve ser consertada? E
justamente neste ponto que entra a metilacao de manutengao mediada pela
DNMTT1 (Fig. 7). Toda a fita ancestral apresenta algum grau de metilagao e
o mecanismo de reparo, que envolve diversas enzimas, consegue reconhecer
a fita original e fita recém-sintetizada. Assim, essas enzimas sabem quem ¢
a fita “nova” que possui o erro. Apds o término da replicacio e atuagio do
mecanismo de reparo, uma DNMTT1 copia o padrao de metilagaio do DNA
original para a fita nova e o ciclo celular continua. A dupla fita de DNA que
contém um dos filamentos metilados e o outro nao metilado, é denominada

hemimetilada (Fig. 7).
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Fig. 7. Metilagio de manuten¢io mediada por DNMT1, onde a fita recém-sintetizada

do processo de replicagio recebe a metilagio.
Fonte: Heerboth, et al. “Use of epigenetic drugs in disease: an overview.” Genetics &
epigenetics 6 (2014): GEG-S12270.
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Outras DNMTs também sio cruciais ao funcionamento da célula,
como DNMT3a e DNMT3b. Ambas as enzimas, DNMT3a e DNMT3b,
sao responsdveis pela maioria dos processos de metilacao de novo, visando os
dinucleotideos 5°-CpG-3’ nao metilados de maneira continua. Enquanto as
DNMTs de manutengio atuam sobre regides de DNA hemimetiladas, as
DNMTs responsdveis pela metilagio de novo, adicionam radicais metil a regi-
oes do genoma que nao haviam sido metiladas anteriormente. Estas enzimas
(DNMT?3a e 3b) controlam a expressio dos genes no contexto da regulacio
epigenética, em determinadas células e tecidos, durante o desenvolvimento.
A metilagao de novo é essencial desde o desenvolvimento embriondrio, pois
ap6s a fertilizagio ocorre uma desmetilagao significativa do genoma, que é
como se a célula zerasse’ sua programagio gamética inicial para dar origem
20 novo individuo e formar diferentes células e tecidos.

Diferentemente, a DNMT?2 foi identificada, mas pouco se sabe sobre
suas fungdes. Alguns estudos mostraram que a DNMT2 tem fraca capacidade
de metila¢ao do DNA 77 vitro e parece estar envolvido na metilagao do RNA.

A desmetilagao do DNA é feita por um grupo de enzimas especificas,
num processo que pode ser ativo ou passivo. A desmetilagio ativa envolve as
desmetilases e parece ser necessdria para ativar genes especificos ou apagar
a marca epigenética durante o desenvolvimento ou em respostas a perturba-
¢bes ambientais. Entre as enzimas desmetilases, hd uma familia de enzimas
denominadas ten-eleven translocation (TET) que sao as principais atuantes
no processo ativo de desmetilagio e sio responsdveis por gerar modificacoes
quimicas diferentes na citosina que s3o mais féceis para o mecanismo de reparo
da célula reconhecer. Neste processo, a 5-metilcitosina pode ser convertida em
5-hidroximetilcitosina, 5-formilcitosina ou 5-carboxilcitosina. As bases com
estas modificagdes nio naturais sio facilmente reconhecidas e substituidas por
uma citosina nova, sem a metilagio, pelos mecanismos de reparo de DNA
da célula. Outro processo que pode ocorrer é a desmetilagio passiva, onde
nao hd envolvimento de desmetilases, e ocorre quando a manutencio pelas
metiltransferases é inativa durante o ciclo celular.

Para ilustrar como este processo ¢ essencial para a célula, pesquisas
apontam que a redugdo na atividade de DNMT resultou em desmetilacio
de dinucleotideos CpG e reativagao de vdrios genes silenciados por metilagao

como, pl6INK4a, receptor do 4cido retindico b (RARD), O-6-metilguanina




Maria de Mascena Diniz Maia e

Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

metiltransferase (MGMT) e homdlogo humano mutL 1(hMLH1). Esses
exemplos mostram que as células tém a capacidade de metilar e desmetilar
genes especificos e controla, assim, a expressao desses genes com a adi¢ao de
grupos metil associados ao silenciamento e remogao de grupos metil associados
a indugao da expressao génica.

Mecanismos de agao da metilagao do DNA

Neste capitulo j4 foi discutido que a metilagio do DNA tem um
impacto na regulagio de algumas regiées do genoma, mas a pergunta é: como
a metilagio da citosina influencia na expressio do gene?

A metilagio do DNA atua principalmente como um repressor trans-
cricional do gene via multiplos mecanismos. O primeiro mecanismo, pelo
qual a metilagao de DNA dificulta a transcri¢do, é que a adigio do radical
metil nas citosinas altera o reconhecimento da dupla-hélice pela maquinaria
transcricional. Esta maquinaria envolve multiplas proteinas que sao capazes
de reconhecer regides promotoras e os pontos exatos onde precisam se ligar
para a transcri¢ao ocorrer. Com as bases nitrogenadas modificadas, as enzimas
que reconhecem essa regido, principalmente os fatores de transcri¢io, nio
reconhecem o local de ligagao.

Um segundo mecanismo, pelo qual a metilagio impacta na expressao
génica, é que a presenca da metilagio nas citosinas recruta proteinas co-repres-
soras que sio ligantes do metil-CpG (MBPs) que competem com os fatores
de transcricdo pela ligagao com aquela sequéncia do DNA, ou seja, gera um
impedimento alostérico para a ligagio dos fatores de transcri¢do. Alguns
destes repressores foram identificados e os principais deles sao as Mezhyl
CpG binding proteins (MeCPs), onde sao atuantes duas proteinas principais:
MeCP1 e MeCP2 (Fig. 8). Esta classe de enzimas, uma vez ligada ao DNA,
pode recrutar outros correpressores como NCoR (nuclear receptor co-repressor
1) e HDAC:s (histonas deacetilases) que juntas, aumentam o impedimento
alostérico para a ligagao dos fatores de transcri¢io e modificam a cromatina,
dificultando ainda mais a transcri¢io génica. As enzimas HDACs fazem parte
de outra regulagdo epigenética relacionada a modificagio de histonas e serd
abordada nos capitulos posteriores.
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Fig. 8. Mecanismos de agio pelos quais a metilagio do DNA afeta a transcri¢do génica. A) o DNA que

ndo apresenta metilagio possui transcrigio ativa; B) a presenca da metilagio reduz o reconhecimento e
ligagio de fatores de transcrigio no promotor génico; C) A presenca de metilagio recruta co-repressores
que modificam cromatina e competem com os fatores de ligacio pela sequéncia de DNA.
Fonte: Ling and Groop. “Epigenetics: a molecular link between environmental factors and type 2

diabetes.” Diabetes 58.12 (2009): 2718-2725.

Além da fungido no silenciamento transcricional, muitos pesqui-
sadores tém discutido outras fungées da metilagao na regulagio génica,
principalmente quando esta metilacio ocorre em regides diferentes
do promotor génico, isto é, em regides regulatérias da transcrigao (pro-
ximas a genes) e no corpo do gene. Alguns estudos sugerem que a pre-
senga de metilagio no corpo do gene nio tem um impacto negativo na
transcri¢do, e podem até mesmo estimular o alongamento da transcrigao.
No entanto, esses resultados ainda sio controversos e os mecanismos de como
isto ocorre ndo sao bem conhecidos até o0 momento.

Metilagao do DNA em diferentes organismos

A metilagio do DNA ¢ importante para as células de todos os orga-
nismos vivos, embora o padrio de metilagio e os processos fisiolégicos rela-
cionados a essa modificagiao quimica, muitas vezes, sejam diferentes entre os
organismos.

Em procariotos, a metilagio do DNA foi conhecida desde o ano
de 1950 em um estudo de infecgdo bacteriana por fagos, embora ainda nio
esteja completamente elucidado seus mecanismos e fun¢des. Nestes organis-
mos, diferente de eucariotos, a metilagio ocorre principalmente na adenina,
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embora metilagoes em citosinas também sejam encontradas. Outra diferenga
significativa entre procariotos e eucariotos ¢ a quantidade de DNMTs. Como
ja visto neste capitulo, poucas DNMTs atuam em eucariotos, enquanto que
uma grande quantidade e variedade de DNMTs jd foram encontradas em
procariotos.

Uma das principais func¢oes das DNMTs relacionadas & metilagio da
adenina (desoxiadenosina metilase) estd associada a0 mecanismo de defesa
dos procariotos. Algumas destas DNMTs sao associadas a enzimas capazes
de cortar um DNA exdégeno, isto é, ocorre uma metilagio de manutengao
dessas células que torna a célula capaz de reconhecer um material genético
estranho (sem o padrio de metilagio caracteristico de procariotos). Assim,
a célula consegue se proteger e degradar o material genético invasor. Além
disso, algumas DNMTs em procariotos também parecem estar envolvidas no
controle de replicagio dos cromossomos, regulagio da expressdo génica ¢ o
sistema de reparo de incompatibilidade de DNA.

A metilacdo do DNA também j4 foi investigada em outros organis-
mos como leveduras. Embora diversas vias proteicas sejam similares entre
leveduras e mamiferos, ainda nio se sabe ao certo se os genes de algumas
leveduras estudadas como Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces
pombe sio regulados pela metilagaio do DNA, como ocorre em mamiferos.
Até mesmo a existéncia de metilagio em citosinas do genoma de leveduras
tem sido discutida, isto é, os pesquisadores nio tém concordado sobre a
existéncia ou nao de metilagio no genoma de leveduras. Grande parte dos
estudos conduzidos indica auséncia da metilagio no genoma de leveduras e
enzimas DNA metiltransferases também nio sdo comumente encontradas.
Alguns estudos, no entanto, mostram niveis baixos de metilagao em S. cerevi-
siae e sugerem que possivelmente hd baixos niveis de metilagio no DNA em
leveduras, embora este nimero seja tdo pequeno que nio ¢ detectado pelos
métodos normalmente utilizados até o momento.

A metilagio do DNA também tem sido investigada em plantas
utilizadas como organismo modelo como Arabidopsis thaliana, onde foram
encontrados altos niveis de metilagio de citosinas. Em plantas, a propor¢io de
citosinas metiladas chega a até 30% do total de citosinas do genoma, nimero
superior ao de mamiferos, por exemplo. Além disso, a metilacio do DNA
em plantas acontece em qualquer citosina, nio necessitando de sequéncias
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CpG ou qualquer outro contexto especifico, como em mamiferos. Nestes
organismos também sdo identificados altos niveis de metila¢do na adenina,
principalmente no DNA mitocondrial das plantas. Além disso, a metilagao
do DNA em plantas tem certa variagio e ¢ especifica de tecidos, organelas,
idade e espécie.

Nestes organismos, o efeito epigenético da metilagio do DNA estd
muito relacionado ao silenciamento génico, estabilidade do genoma e imprin-
ting (processo discutido no préximo capitulo). O efeito bioldgico dessas
alteragdes epigenéticas, que incluem a metilagio do DNA, estd relacionado ao
contexto ambiental onde a planta estd inserida. Algumas fungées como, por
exemplo, o reconhecimento de virus, insetos e resposta a estresse ambiental
abidtico, como intensidade de luz e auséncia de 4gua, bem como, a floracio
e producio de sementes, sio modulados pela metilagao do DNA.

Em animais, o padrio de metilagao e os processos celulares relacionados
também variam. Entre estes, a Drosophila melanogaster (mosca das frutas) que
¢ um modelo animal muito estudado, apresenta baixos niveis de metilagao em
citosinas no genoma e hd uma mudanca significativa nos niveis de metilacio
em cada estdgio do ciclo de vida. Além disso, alguns tipos de insetos que sdo
socidveis apresentam a atuagao das DNMTs comuns em mamiferos, como
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b, ji em insetos solitdrios foi verificada a
presenca principalmente da DNMT2, embora, até 0 momento, ninguém
saiba ao certo o porqué destas diferencas e qual impacto exercido sobre os
processos biolégicos. Os mamiferos sio os organismos melhor estudados e
compreendidos do reino animal, incluindo os seres humanos. Como citado
anteriormente, a metilagio do DNA em mamiferos ocorre apenas no contexto
CpG e estima-se que 3 a 8% de todas as citosinas do genoma sao metiladas
em mamiferos.

Grande parte das informagées apresentadas neste livro baseia-se na
compreensio do que foi descoberto em seres humanos e camundongos (Mus
musculus). O estudo da metilagdo do DNA em mamiferos tornou possivel a
compreensio sobre o padrio de metilagio, enzimas envolvidas no processo,
fungdes e mecanismos de agdo e localizagdo destes no genoma, além, ¢é
claro, do efeito biolégico que esta alteragdo quimica causa nosindividuos e a
implicacdo destes nos processos bioldgicos basicos, como serd discutido no
préximo capitulo.
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Ciente dos conceitos bdsicos e mecanismos de agdo pelos quais a
metilagio do DNA impacta, serdo discutidos agora os processos celulares
bésicos e fisiologia do individuo relacionados & metilagio do DNA. Mas,
para tal, é preciso destacar os locais onde a metilagio normalmente ocorre
no cromossomo, uma vez que os locais e densidade de metilagdo presentes,
impactam a fungao biolégica da metilagao. Em mamiferos, algumas regices do
Cromossomo com poucos ou quase nenhum gene apresentam uma quantidade
muito alta de metilagao, por exemplo, regides teloméricas, subteloméricas,
pericentroméricas e sequéncias repetitivas. Estas regides sao importantissimas
para manutengio e estrutura cromossémica, pois é a partir destas regides que
os cromossomos sio alinhados e separados no processo de divisao celular.

A metilagdo presente nestas regides garante a integridade e protecio,
pois as mantem com um grau significativo de compactagio da cromatina, o
que diminui, inclusive, as quebras de DNA nestes locais e deixa as regioes
menos susceptiveis a mutagdes, que ocorre normalmente por agentes quimicos
e fisicos. Além das regides importantes na estrutura cromossdmica e divisio
celular, as regides que apresentam sequéncias altamente repetitivas também
sao bastante metiladas (Fig. 9). Estas regioes normalmente sio ricas em ele-
mentos de transposigao ou transposons que sio sequéncias de DNA, quando
nao metiladas, sao capazes de induzir sua autorreplicagio e ‘saltar’ para outro
trecho do genoma, podendo inclusive quebrar genes importantes para a célula.
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Fig. 9. Distribui¢io da metilagio em diferentes regides do cromossomo.
Fonte: Zampieri, et al. “Reconfiguration of DNA methylation in aging.” Mechanisms of
ageing and development 151 (2015): 60-70.
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Além destes trechos importantes a integridade do cromossomo e
do genoma, os genes normalmente apresentam certo grau de metilagao,
principalmente em locais conhecidos como Ilhas CpG. Estas Ilhas CpG sao
regides com um minimo de 200 nucleotideos onde o dinucleotideo CpG
(citosina-fosfato-guanina) aparece em pelo menos metade da sequéncia, e
estdo localizadas em regides génicas ou préximas a genes.

Estima-se que existam aproximadamente 30.000 Ilhas CpG no genoma
humano, indicando que grande parte dos genes pode ser regulado pela metilagio
destas regioes. Além disso, cerca de 70% dos promotores génicos conhecidos,
sao associados a Ilhas CpG, sustentando esta hipStese. Normalmente as Ilhas
CpGs encontram-se desmetiladas, e provavelmente isto ocorre para permitir
a transcri¢ao dos genes. A metilagao do DNA ¢ crucial em alguns contextos
especificos, onde pode impactar genes, grupos de genes e cromossomos inteiros.
Alguns casos serio vistos neste capitulo.

Imprinting Gené6mico

Nos mamiferos, a metilagio do DNA ¢é imprescindivel para o meca-
nismo do desenvolvimento embriondrio normal e tem grande papel na regulacio
da expressao génica, na inativagio do cromossomo X, no imprinting gendémico
e na modifica¢do da cromatina. O imprinting genémico ¢ um processo biolé-
gico normal, onde um gene ou grupo de genes é marcado bioquimicamente
com informagbdes sobre sua origem parental. Assim, existird uma marcagio
especifica se o gene teve origem paterna ou materna e, deste modo, se deve ser
expresso ou ndo a fim de manter um funcionamento celular normal.

Vocé pode perguntar: como uma célula sabe se um gene é de origem
materna ou paterna? Ele vem com uma etiqueta de presente? A resposta ¢
que alguns genes passam por um processo chamado imprinting durante a
gametogénese, ou o inicio da formacio do gameta. O imprinting gendmico
pode ser definido como e em que tempo uma cépia de um gene ¢ silenciada
devido a sua origem parental. Uma maneira de silenciar um gene ¢é através
da metilagio do DNA, onde grupos metil sio adicionados aos nucleotideos
da citosina nos dinucleotideos CG para reduzir a expressio génica naquela
regido. Em outras palavras, se a cdpia de um gene dos pais precisar sofrer
imprinting durante a formagio do gameta, grupos metil serdo adicionados a
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copia dos pais como um tipo de etiqueta. A célula entdo nao ird transcrever
ou expressar essa cépia do gene. E importante ressaltar que essa metilagio ¢
mantida durante a replicagio do DNA. Dessa maneira, essa marcagio nao ¢
perdida quando as células se dividem.

O imprinting gendbmico ¢ uma forma normal de regulacio de genes
que faz com que um subconjunto de genes de mamiferos seja expresso a partir
de um dos dois cromossomos parentais. Alguns genes que sofrem imprinting
sdo expressos a partir dos cromossomos herdados da mie e outros a partir
dos cromossomos herdados do pai. Isso significa que os genomas materno e
paterno nao sao funcionalmente equivalentes e esta é a razio pela qual, tanto
0 genoma materno quanto o paterno sio necessirios para o desenvolvimento
normal dos mamiferos. O imprinting genémico também foi descrito em plan-
tas nas quais se acredita que o processo tenha evoluido independentemente
dos mamiferos, embora aspectos do mecanismo de impressao possam ser os
mesmos em ambos os organismos.

A existéncia de genes que sofrem 7mprinting acrescenta outra dimensao
aos padrdes de heranga previstos pela genética mendeliana. Por exemplo, dis-
turbios de impressao foram descritos, exibindo efeitos de origem parental em
seus padroes de heranga. Nesses distirbios, machos e fémeas sio geralmente
igualmente afetados, no entanto, o defeito se manifesta apenas na heranga
de um dos pais de um sexo. A heranca do progenitor do sexo oposto nio
resulta em uma anormalidade porque o gene defeituoso pode ser reprimido
no cromossomo derivado desse progenitor.

Um dos primeiros genes que sofrem imprinting ji identificado, foi
o fator de crescimento semelhante 2 insulina 2 (IGF2 - Insulin-like Growth
Factor 2), que apesar de imprescindivel para o desenvolvimento embriondrio
no meio uterino, apenas o alelo paterno é expresso. Em seguida, foi desco-
berto o gene H19 que s6 se expressa na linhagem materna produzindo um
RNA nio codificante que tem a propriedade de inibir a transcri¢ao do IGF2
e, dessa forma, regula o crescimento fetal.

A superexpressio do IGF2 pode ser responsavel pelo crescimento
excessivo do embrido e, em geral, s6 se expressa na auséncia de H19. O inte-
ressante ¢ que a expressao dos genes H19 e IGF2 estao intimamente ligadas,
uma vez que estao expressos nos mesmos tecidos durante o desenvolvimento
fetal, apesar de ser a partir de diferentes alelos parentais (Fig. 10).
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Fig. 10. Mecanismo do imprinting Gendmico do IGF2. O gene ¢ metilado
em fémeas mas nio em machos.
Fonte: SNUSTAD, P; SIMMONS, M. J.; MOTTA, P. A. Fundamentos de
Genética. 4ed Grupo Gen-Guanabara Koogan, 2008.

De acordo com a “teoria do conflito genético” o imprinting gendmico
¢ consequéncia de um efeito evolutivo entre os mamiferos. Os genes que
sofrem imprinting seriam mediadores da “batalha entre os sexos” no periodo
fetal, apresentando funcoes opostas: genes de expressao paterna geralmente
promovem o crescimento (por exemplo, IGF2), enquanto genes de expressao
materna o suprimem (por exemplo, H19, que inibe a transcrigio do gene
IGF2). Isto sugere que o interesse paternal é na otimizagdo de seus alelos para
adquirir maior quantidade possivel de nutrientes, e assim garantir descendentes
maiores e mais fortes.

O imprinting gendmico é um tipo de regulagio de transcri¢io em
eucariotos superiores, tendo em vista que pode regular se um gene estd
“ligado” ou “desligado”. E também um exemplo de alteragio epigenética
no DNA. Epigenética descreve alteragdes no DNA ou cromatina que sao
herdadas ou transmitidas de seus pais juntamente com os préprios genes.
E importante ressaltar que a epigenética nio se refere 4 sequéncia de DNA
que vocé herdou de sua mie e pai. Literalmente, esse termo significa algo que
vocé herdou fora de seus genes.
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Os genes que sofrem imprinting estao localizados em “clusters’ e geral-
mente sao controlados por elementos que se ligam na regiao controladora de
imprinting (ICR). Um desses elementos envolvidos no controle da expressao
¢ a proteina CTCF que se liga em ICR nao metiladas ou hipometiladas e
bloqueia a transcrigao. As ICRs sao sequéncias de DNA ricas em CpG e sao
metiladas em um dos dois gametas parentais. Essa metilagao imprinting é
adquirida durante a gametogénese, porém antes da determinacgio do sexo esses
imprinting parentais sao apagados nas células germinativas na gonada fetal.
Como o embrido se desenvolve em macho ou fémea, o imprinting gamético é
colocado em genes imprinted paternos durante a producio de espermatozoide
ou em genes imprinted maternos durante a formacio dos ovdcitos. Assim,
ap0s a fecundagio essa metilagao imprinted ¢ mantida no mesmo cromossomo
parental através das divisoes celulares.

H19/IGF2 representa os primeiros genes historicamente caracte-
rizados como imprinted genes. Tanto o0 H19 como o IGF2 sio mapeados
no cromossomo 11p15.5. O H19 codifica um RNA longo nio codificante
(IncRNA), que modula negativamente a proliferagio de células trofobldsti-
cas placentdrias humanas. Em particular, o IncRNA expresso pelo H19 tem
como alvo o microRNA (miR-675), que, por sua vez, reprime a transcri¢ao
do IGF1R. O IGF2 codifica um fator de crescimento que ¢ capaz de ativar o
receptor de fator 1 de crescimento semelhante 4 insulina (IGF1R) e promover
o crescimento fetal e placentdrio. Ao contrdrio do IGF1, que ¢ preferencial-
mente expresso apds o nascimento, o IGF2 é produzido principalmente no
desenvolvimento embriondrio inicial. Com base nisso, pode-se supor que uma
expressdo baixa do gene IGF2 no espermatozéide possa influenciar negati-
vamente o resultado da gravidez, embora nenhum estudo tenha investigado
esse aspecto até 0 momento.

A expressio do gene IGF2 ¢ regulada pela taxa de metilagao da
DMR (Regido diferencialmente Metilada) do H19. No alelo materno, a
DMR do H19 nao ¢ metilada, permitindo a expressio do H19 e impe-
dindo o acesso ao potencializador do gene IGF2. No alelo paterno, a
metilagio do DMR do H19 leva a expressao do gene IGF2. Virios estu-
dos descreveram a ocorréncia de baixas taxas de metilacio da DMR H19
em pacientes inférteis (Fig. 11). No nivel espermadtico, isso pode levar a baixa
expressio do gene IGF2, afetando o resultado da gravidez.
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Um resultado de estudo realizado em 119 placentas humanas (56 por
fertilizagao in vitro [FIV], 41 por injecdo intracitoplasmdtica de espermato-
zéides [ICSI] e 22 por concepgdo natural) encontrou niveis 1,9 e 1,8 vezes
mais altos de expressao de IncRNA codificado pelo H19, respectivamente
em placentas derivadas de ICSI e IVF comparadas com aquelas provenientes
da concepgao natural. Além disso, os niveis de mRNA de IGF2 resultaram
significativamente mais baixos em casais submetidos & ART (Técnica de
Reprodugio Assistida) em comparagio com os controles e, embora o peso ao
nascer e da placenta tenham sido menores no grupo de ART, eles nao foram
significativamente diferentes em comparagio aos controles. Este estudo fornece
evidéncias para expressio anormal de H19 e IGF2 em placentas de pacientes
submetidas & ART. Devido a taxa anormal de metilagio da DMR do H19
observada em pacientes inférteis, homens submetidos a programas de ART
podem provavelmente apresentar hipometilagiao do gene H19, o que pode
explicar a expressao anormal de H19 e IGF2 nas placentas derivadas de ART.
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Fig. 11. Mecanismo de regulagao dos genes IGF2 e H19. O genoma paterno expressa
o gene IGF2 pela agdo de elementos potencializadores ou enhancers (E). No entanto,
o gene H19, nio é expresso devido a metilagio na Regido Diferencialmente Metilada
(DMR) e no promotor do gene. Porém, no genoma materno a auséncia de metilagio
na DMR provoca o recrutamento de proteinas do tipo CTCE, as quais bloqueiam a
atividade dos potencializadores ( E ) sobre o gene paterno IGF2. Em consequéncia, a
expressio do gene IGF2 ¢ interrompida e assim favorece a atividade dos potencializado-
res (E) sobre a expressio do gene materno H19.
Fonte: German, R.; Miguel, L. Impronta Gendémica y Desarrollo Embrionario Genomic
Imprinting and Embryonic Development. Int. J. Morphol, v.30 (4):1453-1457, 2012.
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Epigenética da Inativagio do Cromossomo X em Humanos

A inativagio do cromossomo X ocorre no inicio do desenvolvimento
de fémeas de mamiferos. Uma vez feita a escolha inicial de qual X inativar,
o mesmo X ¢ silenciado de forma estdvel através de divisdes mitdticas subse-
quentes. Assim, as fémeas sio mosaicos para duas populagées celulares: uma
na qual o cromossomo X paterno estd ativo ¢ uma na qual o cromossomo X
materno estd ativo. Esse mosaicismo é observdvel quando o produto de um
gene ligado ao X pode ser visualizado, como no caso da cor da pelagem dos
gatos malhados. De fato, a expressio irregular ou em mosaico dos genes ligados
a0 X foi uma base para a hipdtese original de Lyon, em 1961.

Acredita-se que a inativa¢do do cromossomo X ocorra a fim de obter
equivaléncia de dose entre fémeas de mamiferos que tém dois cromossomos X
e machos, que tém um tnico cromossomo X e o cromossomo Y, que determina
o sexo. Em outros organismos com cromossomos sexuais, hd uma necessidade
semelhante de compensagdo de dose, no entanto, o mecanismo para obter
expressdo génica cromossdmica equivalente em sexo é bastante variado. Por exem-
plo, em Drosophila, o inico cromossomo X em machos (XY) é hiper-transcrito
ou hiperativado; em C. elegans, ambos os cromossomos X em hermafroditas
sao hipoativados. Esses sao os trés mecanismos diferentes de compensacio de
dose — inativagao, hiperativacio e hipoativa¢io. Apesar dos resultados muito
diferentes, todos esses processos envolvem modificagoes da cromatina e os
processos de Drosophila e de mamiferos envolvem um RNA funcional.

Como a necessidade de compensagio de dose surge da divergéncia
dos cromossomos X e Y, previa-se que os genes compartilhados entre os dois
cromossomos, particularmente aqueles nas regides de emparelhamento do X
e Y (as regides pseudoautossdémicas - PAR), nao seriam sujeitos a inativagao
de X. Este é realmente o caso, e diz-se que esses genes escapam da inativagio.
Surpreendentemente, também hd um grande niimero de genes adicionais no
cromossomo X humano que escapam 2 inativagio.

H4 décadas, os geneticistas tém tentado elucidar a base molecular
de compensagio de dose. A ideia mais aceita é que alguns fatores se ligam
especificamente ao cromossomo X e alteram suas atividades transcricionais.

Em mamiferos dipléides, todos os cromossomos X, exceto um, sio
inativados, sugerindo uma marcagio inicial de um tnico X ativo. Porém,
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nem todos os genes em um cromossomo X inativado sdo transcricionalmente
silenciados. O gene que permanece ativo é denominado XIST, que em seres
humanos foi comprovado que este gene codifica um transcrito RNA (Xist) de
17kb desprovido de leitura aberta significativa, ou seja, ndo codifica proteina.
Assim, esse gene tem como produto de transcrigao um RNA (Xist) que nao
¢ traduzido. E um RNA longo, poliadenilado, restrito ao nicleo e estd nos
cromossomos X inativados e parece nio estar associado aos cromossomos X
ativos nem de machos nem de fémeas.

A inativagio do X comeca em um local chamado centro de inativagao
do X, a regido Xic (Fig. 12) e se espalha em sentidos opostos até as pontas do
cromossomo ¢ a medida que sao produzidas mais cépias do RNA (Xist) do
XIST, o cromossomo X vai sendo coberto por esse material (RNA). Em seguida
o RNA atrai histonas que encobrem ainda mais o X inativo, além de fatores
de metilagao. Por fim, quando o cromossomo inativado ¢ compactado, pode
ser visto como uma pequena estrutura globular heterocromdtica chamada de
corptisculo de Barr, visto ao microscépio dptico nos nicleos interfésicos, e
associado @ membrana nuclear das células. O Xist/XIST é um grande RNA
nao traduzido, poli-adenilado processado alternativamente sendo o tnico
gene transcrito do cromossomo X inativo, mas nio do cromossomo X ativo
das células somdticas. O gene ndo possui nenhuma estrutura de leitura aberta
conservada e, presumivelmente, funciona como um RNA. Antes da inativagio,
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Fig. 12. Inativagio do cromossomo X em humanos. Expressio do gene

XIST no cromossomo inativo de mulheres.
Fonte: SNUSTAD, P; SIMMONS, M. J.; MOTTA, P. A. Fundamentos
de Genética. 4ed Grupo Gen-Guanabara Koogan, 2008.
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a expressdo de Xist (RNA) ¢ detectada como um pequeno ponto de expressio
de ambos os cromossomos X, até que os transcritos se acumulem e se locali-
zem no futuro X inativo, mediado pelo menos em parte pela estabilizacio do
transcrito. O enigma de como um dos dois cromossomos X aparentemente
equivalentes pode ser escolhido para expressar Xist e, portanto, ser inativado,
ainda precisa ser esclarecido. E claro, no entanto, que componentes do Xic
estao envolvidos, e foi sugerido que os niveis de RNA (Xist) podem influenciar
qual X sofre inativagio.

As regioes promotoras Xist/XIST em camundongos e humanos sao
constitutivamente ativas, contendo locais de ligacdo para fatores de transcri¢ao
e sem atividade especifica para o sexo. Assim, elementos adicionais devem ser
responséveis pelo silenciamento do XIST nos machos e pela expressio de um
tnico X nas fémeas. A metilagio do DNA tem sido implicada na regulagio do
Xist/XIST em células diferenciadas, uma vez que a regido promotora do alelo
transcricionalmente ativo no cromossomo X inativo nao ¢ metilada, enquanto
a do alelo transcricionalmente inativo no cromossomo X ativo é metilada,
ou seja, no cromossomo X ativo o gene XIST encontra-se hipermetilado.
A perda da metilagio de XIST/Xist resulta na expressao do gene em células
somdticas, mas nio embriondrias, sugerindo que a metilagio é um evento
tardio no controle da expressao de XIST. Os elementos 5’ e 3’ do gene XIST
parecem regular a fungio do Xist no inicio do desenvolvimento e, portanto,
sio componentes importantes do Xic.

Os cromossomos X inativos devem ter uma estrutura de cromatina
muito diferente de outros cromossomos devido em parte, 4 associagio de
histonas a0 DNA. Uma das quatro histonas, a H4, pode ser modificada
quimicamente pela adi¢ao de grupos acetil a qualquer lisina de sua cadeia
polipeptidica. A H4 acetilada (que significa ativacio de gene) estd associada
em todos os cromossomos no genoma humano, porém no X inativo ela estd
restrita a trés bandas estreitas que correspondem a regides de genes ativos
do cromossomo X inativo. A H4 acetilada também estd ausente em dreas de
heterocromatina nos outros cromossomos. Assim, podemos concluir que a
falta de H4 acetilada, é uma caracteristica essencial do cromossomo X inativo.

Para definir se a inativa¢io do X é um processo aleatério, temos que
considerar o momento em que se d4 o processo de inativa¢do. Nés nio sabe-
mos com precisdo em que instante do desenvolvimento ocorre a inativagio,
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mas sabe-se que acontece muito antes do nascimento, que existem muitas
divisoes celulares posteriores e que cada linhagem celular conserva o padrio
de inativagdo da célula com o X inativado que lhe deu origem. Assim, é mais
aceitdvel dizer que o fenémeno ¢ aleatério em relagio as linhagens celulares,
como uma determinada populagio de células da pele, por exemplo. Podemos
ver um exemplo de inativagio aleatéria do X em mosaicismo nos padroes
de coloragio, encontrados no pelo de alguns mamiferos, como nas pelagens
tricolores das ragas de gatas célico, j4 que esses padroes estdo relacionados ao
cromossomo X e sao exclusivos das fémeas. A distribuicio das dreas claras,
escuras e cor de laranja numa gata cdlico revela, com riqueza de detalhes, a
inativaco aleatdria do X nas linhagens de células capilares do animal (Fig. 13).

Fig. 13. Gata da raca cilico.

Fonte: https://www.peritoanimal.com.br/porque-os-gatos-tricolores-sao-femeas-20667.html.

A hipermetilagio do DNA ¢ observada na regido 5’ dos genes no X
inativo, mas nao no X ativo ou nos genes no X inativo que escapam a inativago.
Geralmente, considera-se que a metilagio ¢ um evento tardio no processo de
inativacdo do X e acredita-se que desempenhe um papel mais significativo na
manutengao do estado inativo do que na iniciagao. Isso ¢ apoiado por estudos
que mostram que células deficientes em DNA metiltransferases (DNMT1
e DNMT3a/DNMT3b) demonstram expressio Xist (RNA) adequada e
silenciamento de genes ligados ao X. Por outro lado, a importincia posterior
da metilagio do DNA para a inativagio do cromossomo X é apoiada por
estudos que demonstraram a reativacio de alguns genes apds o tratamento
com agentes desmetilantes, particularmente em conjunto com a interrupgio
de outras caracteristicas de um cromossomo X inativo estdvel.
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Histonas na expressao génica

Nas células eucaridticas, cada cromossomo contém uma tinica molé-
cula de DNA associada as proteinas histonas formando uma estrutura cha-
mada nucleossomo, em cujo contexto a transcri¢do génica ocorre. A unidade
bésica da cromatina ¢ o nucleossomo que consiste em um octdmero de duas
moléculas de cada uma das quatro moléculas de histonas (H2A, H2B, H3
e H4), em torno do qual estao envolvidas 147 pb de DNA. Outro tipo de
histona (histona ligante, H1) liga-se externamente ao DNA entre os nucle-
ossomos (Fig. 3). As histonas ajudam a acondicionar o DNA para que ele
possa ser contido no nicleo da célula tendo em vista ser uma longa molécula,
porém mais recentemente foi demonstrado seu envolvimento regulador da
expressio génica.

As histonas centrais sdo proteinas bésicas altamente conservadas com
dominios globulares em torno dos quais o DNA ¢é envolto em caudas flexiveis,
relativamente nio estruturadas, que sobressaem do nucleossomo. Os residuos
de lisina podem se ligar a um, dois ou trés radicais metil enquanto a arginina
pode ser mono ou di metilada.

As caudas estdo sujeitas a uma variedade de modificacoes pés-tra-
ducionais. Essas modificagbes afetam a fungio dos cromossomos por dois
mecanismos: 1) quase todas as modificagoes alteram a carga eletrostdtica das
histonas gracas 4 adi¢io de grupos funcionais, formando ligagoes covalentes
através da acetilagao, fosforilagio, metilagao, ubiquitinagao, entre outras, o
que pode levar a mudanga nas propriedades estruturais das histonas e ligantes
do DNA. 2) essas modifica¢oes podem criar, estabilizar, romper dominios de
interagdo na cromatina para proteinas regulatérias, como fatores de transcrigio,
proteinas envolvidas na condensagio da cromatina e reparo do DNA (Fig. 14).

Nas histonas, ao contrdrio da metilagio do DNA que normalmente
desativa os genes, algumas modificacoes estdao associadas a ativagio como




Capitulo IV MODIFICAGAO DE HISTONAS

L. i Ao
" R ¥ — C -
" e
. A " o i
. -
== W
& b -
" g !"uurl'":'_'l.._'h“il- ] ——
T i T = v
L -
« PN W . on
r it - '
& W -

Fig. 14. Principais modificagoes de histonas e o local onde estas ocorrem. Fonte:
Griff, and Mansuy. "Epigenetic codes in cognition and behaviour." Behavioural
brain research 192.1 (2008): 70-87.

acetilagdo e outras como a metilagao pode ativar ou desativar genes depen-
dendo da posi¢io da modificagio do aminodcido nas caudas das histonas.
Por exemplo, a metilagio nas lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 estd associada
a genes ativos, enquanto nas lisinas 9 e 27 estd associada a genes silenciados

(Tabela 1).

Tabela 1. O efeito da metilagio da lisina de histona sobre a transcri¢io do DNA.

Mono-meti-

lacio Ativacdo | Ativacao Ativacao Ativacdo | Ativacdo | Ativacdao

Dimetilacdo | Ativacdo | Repressdo | Repressdo | Ativacdo - -

. = . - o Ativacao =
Trimetilacdo | Ativacdo | Repressdo | Repressdo Repressio Repressdo

Fonte: A autora. M.M.D.Maia
As modificacoes pos-traducionais dessas proteinas sio importantes

para o controle da expressio génica, ativagio do genoma, metilagio do DNA
e inativacido do cromossomo X.

Cédigo das Histonas

O “cédigo de histona” é uma hipétese que afirma que a transcrigao
do DNA ¢ regulada em parte por modifica¢des quimicas pds-traducionais
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nas proteinas das histonas. Por meio desses mecanismos, o fenétipo de uma
pessoa pode mudar sem alterar sua composigao genética, mas controlando
a expressao génica. Assim, podemos observar que as modificagdes quimicas
nas histonas, como acetilagio, metilagdo e ubiquitina¢io, causam conversio
de DNA de um estado de eucromatina para um estado de heterocromatina
e vice-versa.

Os residuos de lisina e arginina sio metilados nas histonas. Porém as
lisinas metiladas sdo as marcas mais bem compreendidas do c6digo das histonas,
pois aquela lisina especifica metilada indica os estados de expressio génica. Por
exemplo, a metilagio das lisinas H3K4 e H3K36 estd correlacionada com a
ativagio transcricional, enquanto a desmetilagao de H3K4 estd correlacionada
com o silenciamento da regiao gendmica. A metilagio das lisinas H3K9 e H3K27
estd associada com a repressio transcricional (Tabela 1).

Metilagao de Histonas

A metilagio de histona ¢ a modificagio de certos aminodcidos em
uma proteina de histona pela adi¢ao de um, dois ou trés grupos metil. Como
sabemos, no nucleo celular, 0o DNA ¢ enrolado em torno das histonas. A
metilacdo e a desmetilagdo das histonas desativam e ativam os genes do
DNA, respectivamente, afrouxando suas caudas, permitindo que fatores de
transcricio e outras proteinas acessem o DNA ou enrolem suas caudas ao seu
redor, restringindo assim o acesso das ferramentas de transcri¢ao a molécula

do DNA (Fig. 15).
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Fig. 15. Metilagio e Desmetilagio de Histonas.

Fonte: Figura modificada de http://pharmacy.wisc.edu/.
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Esta modificagio altera as propriedades do nucleossomo e afeta suas
interagbes com outras proteinas. A metilagiao da histona geralmente estd
associada 4 repressao transcricional. No entanto, a metilag¢ao de alguns resi-
duos de lisina e arginina das histonas resulta em ativacio transcricional.
As enzimas envolvidas na metilacio da histona sio as histonas metiltransfera-
ses (HMTs), que atuam predominantemente nas histonas H3 e H4. Existem
dois tipos de metilagao da histona, a direcionada ao residuo de arginina (R) ea
direcionada ao residuo de lisina (K). Geralmente, a metilagio da arginina estd
envolvida na ativagio génica e com isso, as histonas metiltransferases (HMTs)
sao recrutadas pelos promotores como fatores coativadores. Em comparagao,
a metilagdo da lisina pode ter multiplos efeitos na fun¢io da cromatina,
dependendo do residuo especifico da lisina e do nivel de modifica¢io (mono-,
di- ou trimetilagao de uma tdnica lisina). Por exemplo, a dimetilagio de H3-K9
e a trimetilacio de H3-K27 estao amplamente associadas ao silenciamento
de genes e a formagao de heterocromatina, enquanto a metilagio de H3-K4,
H3-K36 ou H3-K79 estd associada a cromatina ativa (Tabela 1).

A metilagao da histona afeta a expressio génica, em parte por sua
associa¢do com a metilacio do DNA, pois muitas proteinas envolvidas na
metilagio do DNA (como as metiltransferases de DNA e proteinas de ligagao
a grupo metil) também interagem diretamente com as enzimas metiladoras de
histona. Esses processos indicam uma convergéncia das vias de metilagio do
DNA e das histonas, que podem cooperar para silenciar os genes supressores
de tumores nas células cancerigenas.

O estado de metilagdo dos residuos de histona é regulado dina-
micamente através das atividades opostas das histonas metiltransferases e
desmetilases. As modificacoes das histonas como acetilacio e fosforilacio
sao reguladas dinamicamente através de agdes enzimdticas opostas; i.e. acetil-
transferases/ desacetilases ou cinases/fosfatases. Até recentemente, pensava-se
que a metilagdo da histona era uma marca estdtica sem essa relagio dindmica.
Essa suposi¢ao se baseava na alta estabilidade da ligacao carbono-nitrogénio
e, portanto, pensava-se que a remo¢io da marca do radical metil ocorresse
apenas através do zurnover de histonas ou remogio proteolitica das caudas
de histonas. A descoberta de enzimas desmetilases, capazes de remover essa
marca, solidificou a natureza dinimica da metilagao da histona e abriu espago
para diversas descobertas bioldgicas e farmacoldgicas.
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Acetilagao de Histonas

Acetilacio e desacetilagao de histonas sao processos pelos quais os
residuos de lisina na cauda do N- terminal que se projetam do nucleo de
histonas do nucleossomo sao acetilados e desacetilados como parte da regu-
lagio dos genes. Os mecanismos subjacentes ao controle da expressio génica
dependente da acetilagdo da histona incluem um efeito direto na estabilidade
das matrizes nucleossdmicas e na cria¢io de locais de acoplamento para a
ligagao de proteinas reguladoras.

A acetilagio da histona ¢ catalisada pelas histonas acetil transferases
(HATs), enquanto a reagdo reversa ¢é realizada pelas histonas desacetilases
(HDAC:) (Fig. 16). As histonas acetiltransferases e desacetilases sao, respec-
tivamente, as enzimas dedicadas a adigdo e remogao de grupos acetila dos
residuos de lisina nas caudas N- terminal da histona. A acetilacio das histonas
¢ atribuida a ativacio transcricional, silenciamento génico, reparo de DNA
e progressio do ciclo celular.
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Fig. 16. Processo de acetilagio e Desacetilagdo de histonas. A histona acetiltransferase (HATs)

adiciona grupos acetila (Ac) as caudas de histona, o que resulta em uma abertura do nucleos-
somo, permitindo que fatores de transcri¢io acessem 0o DNA e iniciem a transcrigdo génica.
As histonas desacetilases (HDACs) removem o Ac das caudas de histonas, levando a uma
estrutura da cromatina fechada impedindo a transcrigio génica.
Fonte: Pons D, de Vries FR, van den Elsen PJ, Heijmans BT, Quax PH, Jukema JW.
Epigenetic histone acetylation modifiers in vascular remodelling: new targets for therapy in
cardiovascular disease. Eur Heart J. 2009; 30(3):266-277.
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As histonas acetiltransferases (HATs) sao enzimas que acetilam residuos
de lisina em suas ramificagbes N-terminais em histonas, através da transfe-
réncia de um grupo acetil da Coenzima A, formando o N-acetil-lisina. As
histonas deacetilases (HDAC’s) s@o uma familia de enzimas que representam
papéis fundamentais em vérios processos bioldgicos, principalmente porque
se caracterizam por sua ago repressiva na transcrigio génica. Sao classificadas
como enzimas capazes de remover grupos acetil (O=C-CH3) do aminoacido
lisina em uma histona, permitindo as histonas a capacidade de compactar o
DNA. A acetilagio de residuos de lisina nas caudas de histonas N-terminais é
uma das modificagoes covalentes mais estudadas que influenciam a regulagio
de genes em células eucariéticas. As enzimas exercem papel fundamental nos
processos de desenvolvimento e sua desregulagao tem sido associada & progressao
de diversos disttrbios humanos, incluindo o cincer.

HATs e HDAC: participam da renovagio de grupos acetil de histonas
no genoma e, além disso, algumas também modificam outros fatores. Através
de sua interagdo fisica com sequéncia especifica de fatores de transcricio,
estas enzimas também sao direcionadas a promotores especificos e nesse local
modificam as histonas ou fatores de transcrigao e, assim, regulam a transcri¢ao
de genes. A acetilacio de histonas neutraliza a carga positiva nos residuos
de lisina (K), de maneira a enfraquecer as interagdes eletrostdticas entre as
histonas e o esqueleto de fosfato do DNA e a promover a expressao génica. A
acetilagao de lisina nas histonas H3 e H4 estd associada & cromatina ativa ou
aberta, uma vez que permite que vérios fatores de transcri¢ao tenham acesso
aos promotores génicos.

Acetilacio nas histonas H2A no residuo K5, H2B nos residuos K5,
K12, K15, K20, H3 nos residuos K4, K14, K18, K23, K27 e H4 nos residuos
K8 ¢ K16 tem efeitos na ativagio da expressio génica (cédigo das histonas).
E importante saber que a histona H1 também é importante na determinagio
do nivel de condensacio do DNA, mas nio ¢é regulada pela acetilacao.

Enfim, devemos ter em mente que a acetilagio das caudas lisina da
histona nao ¢ aleatdria e que as HATs preferencialmente acetilam caudas de
histonas especificas. Curiosamente, as enzimas HATs também tém como
alvo proteinas nio-histonas, como por exemplo, os fatores de transcrigio
TP53, E2F1 e GATAL. Por outro lado, a desacetilagio por HDACs remove
grupos acetil de neutralizagao de carga das caudas lisina da histona, levando
a condensacio da cromatina e 2 inativagio génica.
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Fosforilagao de Histonas

A fosforilagio de histonas pode ocorrer em serina, treonina ou tiro-
sina (Fig. 17). Como a acetilagio, a fosforilagio estd geralmente associada a
ativagdo transcricional. Isso é compreensivel, pois o grupo fosfato adicionado
aos aminodcidos é carregado negativamente e, assim, cria uma forga repulsiva
com os fosfatos com carga negativa da estrutura do DNA. A fosforilagao da
histona é mediada por meio de proteinas cinases (que adicionam grupos fos-
fato) e proteinas fosfatases (que removem grupos fosfatos). Por exemplo, em
relagio ao sistema nervoso central, a fosforilagao de histonas pode ser a mais
interessante modificagio de histonas, pois a ativagio de muitos neurdnios
leva 4 ativagdo de proteinas cinases e/ou proteinas fosfatases.

Fsigdli 3o
A | el Calkslaf

Eeguride
trambgmmagla

el

Fonte: Taraswi, B. and Debabrata, C.A. Peck into the Complex Realm of Histone Phosphorylation.
MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY. v.31, n. 24, p. 4858-4873, Dec. 2011.
MINIREVIEW

Fig. 17. Fosforilagio de Histonas.

O processo de fosforilagio de histonas estd associado a condensa-
¢ao mitdtica e a segregacdo cromossdmica, transcrigio e reparo de danos
ao DNA e a ativagao da apoptose. Assim, a fosforilagao da histona H3,
por exemplo, estd envolvida em dois processos estruturalmente opostos: ativa-
¢do transcricional, que requer a cromatina descompactada durante a interfase,
e condensacio cromossdémica durante a divisio celular. A modificacio de
histonas por fosforilagio pode ocorrer em todas as classes das histonas, em

residuos de serina e treonina. Quatro sitios de fosforilagao na serina sio iden-
tificados: serina 10 e 28 da H3, serina 1 da H4, serina 1 da H2A e serina 14
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da H2B. Entre essas modificacoes, destaca-se a fosforilagio do residuo serina
10 da histona H3 (H3S10f). Embora a acetilacio e a metilacao das histonas
tenham sido estudadas extensivamente ao longo dos anos, a fosforilacao das
histonas, s6 recentemente se tornou um tépico de investigacdo mais interes-
sante, devido as informacées sobre as novas funcoes celulares das histonas
fosforiladas continuamente relatadas na literatura.

Na maioria dos casos, a fosforilagao dos residuos de serina e treonina
das caudas de histonas parece estar envolvida na condensacio da cromatina
durante a mitose e meiose; por exemplo, a fosforilagio C-terminal de Thr119
na histona H2A estd ligada a regulagao da estrutura e fun¢io da cromatina
durante a mitose, e a fosforilagio da H3 Ser10 (H3S10) estd relacionada a
compactagio da cromatina durante a mitose. Ainda, a fosforilagao da histona

H2AX S139 também foi associada a apoptose.
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O MUNDO DOS RNAS

Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

RNAs e o dogma central da biologia

Os RNAs (dcidos ribonucleicos) desempenham fungées vitais na
manuten¢io, homeostase e funcionamento de todas as células. Esta molé-
cula é tdo importante e versdtil nos processos celulares que hd uma hipétese
em que o RNA foi considerado a primeira forma de vida na Terra primitiva
e foi responsdvel pela formagao da primeira célula procariota. Na hipétese
do Mundo de RNA, proposta por Walter Gilbert, em 1986, a ideia de que
o RNA foi a primeira molécula parece plausivel, pois ela tem propriedades
informativas como o DNA, ou seja, pode passar informagio adiante para outras
células e, tem propriedades cataliticas como enzimas, ou seja, podem catalisar
reacdes como a prépria sintese e outras fungdes que permitiram estabelecer
a primeira célula formada. Neste capitulo, a grande versatilidade de fung¢des
de moléculas de RNA serd abordada.

Diferente do DNA, o RNA geralmente ¢ uma molécula de simples
fita, 0 que o torna mais flexivel e permite que a molécula apresente diversas
conformagdes. Algumas moléculas de RNA podem ser denominadas de ribo-
zimas pelo fato de que podem catalisar rea¢oes, como enzimas proteicas. Além
disto, o RNA apresenta uma ribose em seu nucleotideo, diferente do DNA
que apresenta uma desoxirribose e, nos ribonucleotideos, as bases nitrogenadas
sao adenina, guanina, citosina e uracila.

Existem diversos tipos de RNA em uma mesma célula, embora
apenas algumas classes sejam discutidas amplamente em aulas de gené-
tica bdsica e molecular. Um dos principais pontos onde os RNAs celulares
sao abordados ¢ no dogma central da biologia, que se refere ao fluxo
de informacoes contidas no DNA até a formagio de uma proteina, pas-
sando pela molécula intermedidria do RNA (DNA - RNA —» Proteina)
(Fig. 18). No entanto, este RNA intermedidrio mencionado no dogma

central da biologia refere-se a0 RNA mensageiro (mRNA) ou RNA codi-




Capitulo V O MUNDO DOS RNAS

ficante que representa em média 4% de todo RNA presente na célula,
ou seja, aproximadamente 4% do RNA celular é traduzido em proteina.
Todas as outras moléculas de RNA vao desempenhar suas funcoes na forma
de moléculas de RNA e sdo denominadas de RNAs nao codificantes.
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Fig. 18. Dogma Central da Biologia.
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Dogma_central_-_traduzido.jpg

A maior parte dos RNAs nio codificantes sdo essenciais no processo
de tradugao (conversao da informacio bioldgica presente em um mRNA em
uma proteina), como o RNA ribossomal, que representa aproximadamente
70% do RNA celular uma vez que sio responsdveis por compor as “fdbricas
de proteinas” (ribossomos) e sao transcritos em muitas cépias. E o RNA trans-
portador, que representa aproximadamente 15% do RNA total e também sao
transcritos em muitas copias, uma vez que sao os “‘operdrios” dos ribossomos
(Fig. 19) e cruciais para o processo de tradugio acontecer. Estas classes de
RNAs sao transcritas como produto final, uma vez que tém conformagoes
especificas que fazem com que sua fungio possa ser desenvolvida sem que
precise ser convertido em uma proteina.

Além destas classes de RNA, existem os RNAs regulatérios nao
codificantes que também fazem parte do funcionamento bdsico celular e
podem apresentar diferencas entre as células. Alguns RNAs regulatérios sio
especificos de eucariotos e atuam no ntcleo, como os pequenos RNAs nucleares
e nucleolares (snRNA e snoRNA) que sao importantes no processo de trans-
crigio atuando inclusive no mecanismo de splicing que une éxons. Os snRNAs
atuam se unindo a proteinas para compor o complexo ribonucleoproteico de
processamento, também conhecido como spliceossomo, para retirar introns
do mRNA eucaridtico. Enquanto que os snoRNAs atuam principalmente




Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

Fig. 19. A. Estrutura do ribossomo 70S contendo RNA ribossomal (azul ciano, cinza e azul acin-
zentado), proteinas ribossomais (azul escuro e roxo), RNA transportador (amarelo e laranja) e RNA
mensageiro (verde). B. Conformagio do RNA transportador.

Fonte: Noller, H. E. (2005). RNA structure: reading the ribosome. Science, 309(5740), 1508-1514.

no nucléolo, ajudando no processamento de outros RNAs funcionais como
RNA ribossomal e RNA transportador.

Seja na forma de RNA mensageiro, ribossomal, transportador ou os
RNAs pequenos nucleolares e nucleares, é possivel perceber a crucial impor-
tincia desta molécula para o funcionamento da célula. Mas, além destas
fungdes, muitos RNAs pequenos siao importantes na regulagio da expressao
génica e sao considerados RNAs de interferéncia, conhecidos também como
marcas epigenéticas importantes na diferenciacio, funcionamento celular
e até mesmo na protecio do genoma. E importante destacar que os RNAs
funcionais necessdrios a sintese proteica e processamento do RNA tem uma
expresso constitutiva em todas as células, ou seja, estdo sendo sintetizados
continuamente. Por outro lado, os RNAs regulatérios s6 serdo sintetizados
mediante a necessidade celular e diferentes RNAs regulatdrios sio expressos
em células diferentes. Além disto, também é importante destacar que os RNAs
ribossomais e transportadores estio presentes em todos os tipos celulares,
enquanto que os outros RNAs nao codificantes estdo presentes apenas em
eucariotos e os snoRNAs estdo presentes em ewucariotos e archaea.

Os RNAs de interferéncia funcionam normalmente diminuindo a
expressao de um gene em mecanismos de silenciamento génico que serdo
abordados posteriormente. Estes RNAs de interferéncia basicamente sao
os miRNAs (microRNAs), siRNAs (small interfering RNA), piRNAs (Piwi-
-interacting RNA) e IncRNA (long non-coding RNA).
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Regulacgio epigenética mediada por RNAs em procariotos

A maior parte do conhecimento acerca da regulacio da transcrigao e
traducio mediada por RNAs ¢ gerada em organismos eucariotos. No entanto,
pequenos RNAs regulatérios também sao encontrados em procariotos, estudos
indicam que estes RNAs podem estar envolvidos em processos como replica-
¢ao de plasmideos e expressao de genes especificos. Uma classe desses RNAs
regulatérios sao os snoRNAs (small nucleolar RNAs), por exemplo, que fazem
parte da regulacdo transcricional do rRNA 6S de Escherichia coli. Além desta
classe, alguns outros RNAs regulatérios também parecem atuar em bactérias,
principalmente na regulagio da tradugio e degradacio de mRNA:s.

A regulagao da tradugao e expressio mediada por RNAs, ganhou
uma certa notoriedade, principalmente pela semelhanca entre os mecanismos
presentes em procariotos e eucariotos. Uma das classes de RNAs reguladores
bacterianos sao chamados de sRNAs e suas funcées estiao relacionadas ao
controle da tradugao de genes especificos. Os sSRNAs apresentam aproxima-
damente 80-110 nucleotideos e sio relativamente abundantes em algumas
bactérias, uma vez que estudos de bioinformdtica identificaram mais de 100
sRNAs em E. coli, por exemplo. Os sRNAs atuam em genes que possuem
sequéncias complementares a deles, isto é, formando um duplex de RNA
sRNA:mRNA, e promovem a destruicio do mRNA, inibi¢ao da tradugio e,
em alguns casos, estimulando a tradugo. Uma das proteinas mais importantes
neste processo ¢ a proteina Hfq, responsével por auxiliar o pareamento entre
0 sRNA e mRNA, aumentando a estabilidade de ligagao.

Um exemplo de sSRNA controlando processos biolégicos em bactérias,
¢ o RNA RybB. Esse sSRNA ¢ amplamente estudado em E. col7, apresenta 81
nucleotideos ¢ pode regular muitos genes. A maioria dos genes alvo, isto ¢,
complementares a0 RNA RybB sio codificadores de proteinas que armazenam
ferro. Na E. coli, o ferro livre é necessdrio em diversas condigoes, mas pode
ser téxico se estiver em niveis aumentados. Quando o RybB ¢ expresso, este
pode se ligar nos genes que codificam as proteinas que armazenam ferro, indu-
zindo sua degradacio e, consequentemente, diminuindo o armazenamento de
ferro na célula. Outros sSRNAs também foram identificados principalmente
associados com a regulacio de genes que codificam produtos téxicos a célula.
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RNAs regulatérios também atuam como agentes de defesa de pro-
cariotos, principalmente contra virus e sequéncias extracromossdémicas inva-
soras. Esses RNAs de “defesa” estdo principalmente relacionados ao sistema
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), que é um
‘sistema imune adaptativo’ dos procariotos. Neste sistema existem sequéncias
repetidas e organizadas no genoma de virias bactérias que foram adquiridas de
infecgbes prévias por virus e plasmideos invasores, como se fosse a impressao
digital dessas moléculas exdgenas. Esse sistema e sequéncias servem para que
a bactéria reconheca essas moléculas invasoras facilmente, caso ocorra uma
reinfeccio, e consiga clivar a molécula utilizando uma ribonuclease associada
que normalmente é uma proteina Cas. A atuagio do sistema CRISPR depende
da transcrigido de um RNA simples e longo (crRNA) que é quebrado em
sequéncias de RNA mais curtas. Esses RNAs curtos ficam ligados a proteinas
Cas e direcionam essas proteinas a moléculas invasoras, como o genoma de
um virus. Esse processo é bastante complexo e aqui, foi descrito apenas um
resumo simples da atuagio de moléculas de RNAs na defesa dos procariotos.

Regulagao epigenética mediada por RNAs em eucariotos

A regulagao transcricional e traducional mediada por RNAs em
eucariotos incluem diversas classes de RNAs longos e pequenos. Entre estes,
existem os snRNA e snoRNAs, que jd foram previamente discutidas neste
capitulo, e os RNAs de interferéncia. Os RNAs de interferéncia funcionam
normalmente diminuindo a expressao de um gene em diferentes mecanismos
de silenciamento génico que serdo abordados posteriormente. Estes RNAs
de interferéncias basicamente sio (microRNAs), siRNAs (small interfering

RNA), piRNAs (Piwi-interacting RNA) e IncRNA (long non-coding RNA).
MicroRNAs (miRNAs)

Os miRNAs sao RNAs de aproximadamente 22 nucleotideos ampla-
mente relacionados a regulagio da expressio génica e atuando principal-
mente no silenciamento de mRNAs. Grande parte do estudo de RNAs
regulatérios foi conduzido na tentativa de conhecer a fun¢io dos miR-
NAs na regulagao dos genes, por isto, estes sao os RNAs de interferéncia
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mais compreendidos quando comparados com as outras classes de RNAs
de interferéncia. Estima-se que aproximadamente 1/3 dos genes em humanos
sao regulados por miRNAs. Existem aproximadamente 2000 miRNAs des-
critos, até o momento, e os estudos indicam que um mesmo miRNA pode
reconhecer e regular a expressio de mais de 200 mRNAs alvos. A principal
funcio atribuida aos miRNAs é a diminuigao da expressio de um mRNA alvo,
que é complementar a sua sequéncia, ou seja, o miRNA, fita Ginica, se liga em
regides complementares de um mRNA alvo, também fita tnica, formando
uma dupla-fita de RNA e induz a diminui¢ao na sua expressao. Normalmente
os miRNAs se ligam nas regioes 3’UTR (untranslated region) do mRNA, isto
¢, nas regides nao codificantes que ficam apés o codon de parada de tradugio
e, como o préprio nome ji diz, nao sao traduzidas. Estudos indicam que os
miRNAs podem diminuir a expressaio dos mRNAs por diferentes mecanis-
mos, como por exemplo, induzindo a degradagio do mRNA ou induzindo o
bloqueio na tradugao desse mRNA, impedindo assim, o fluxo de informagio
génica (DNA - RNA —» proteina).

Os miRNAs sao moléculas bastante eficientes na regulagio da expres-
sdo pois, apds atuar na regulagio de um mRNA alvo, o miRNA perma-
nece intacto e estd pronto para regular a expressao de outro mRNA. Outro
fator marcante nesta regulagao génica é que a complementariedade entre o
mRNA alvo e 0 miRNA nio precisa ser perfeita para ocorrer, ¢ comum que
apenas uma parte dos nucleotideos do miRNA se liguem com estabilidade
a0 mRNA alvo e ainda assim consigam regular sua expressao. Esta regiao
de complementariedade é chamada de Regido Seed ou Regido semente
(Fig. 20). Os detalhes relacionados a este processo serdo abordadas no pré-
ximo capitulo.
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Fig. 20. Ligagio parcial do miRNA com um mRNA alvo através da regido seed.
Fonte: Lam, et al. “siRNA versus miRNA as therapeutics for gene silencing.” Mole-
cular Therapy-Nucleic Acids 4 (2015): €252.
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Small interfering RNA (siRNAs)

Os siRNA também sio pequenos RNAs de interferéncia que atuam
basicamente silenciando genes. Estas moléculas foram identificadas pri-
meiramente em plantas, em Caenorbabditis elegans e, posteriormente, em
mamiferos. Os siRNAs s3o muito parecidos estruturalmente com os miRNAs
e apresentam propriedades fisico-quimicas também semelhantes, embora
os mecanismos de a¢do, ou seja, a forma como estas moléculas regulam os
genes sejam diferentes. A biogénese do siRNA ¢ similar ao miRNA, onde
ambos sdo transcritos em fragmentos grandes de RNA no nicleo, migram
para o citoplasma como uma dupla-fita de RNA e sdo processados (clivados
em fragmentos menores) por uma enzima chamada Dicer. Apés um proces-
samento inicial, o siRNA forma um complexo com outras proteinas (RISC
e Ago) e tem sua fita complementar clivada, se tornando um siRNA maduro
com aproximadamente 22 nucleotideos em fita simples e pronto para regular
a transcrigao de um mRNA alvo.

Porém existem diferencas significativas entre os siRNAs e miRNAs,
como o fato do siRNA possuir apenas um mRNA alvo, devido a necessidade
de complementariedade total entre as sequéncias para a sua atuagio, ou seja,
aproximadamente 22 nucleotideos do siRNA devem se ligar completamente
para que o siRNA consiga regular o mRNA (Fig. 21). Apés a ligaco, os
siRNAs funcionam principalmente promovendo a clivagem do mRNA atra-
vés de enzimas endonucleotidicas (que clivam sequéncias de nucleotideos).

O fato do siRNA ter alvos tao especificos, ou seja, um tinico siRNA
normalmente é capaz de afetar um dnico mRNA, atraiu atengio de muitos
pesquisadores, pois eles podem regular genes especificos de muitas doengas
genéticas sem comprometer o funcionamento de outros genes.
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Fig. 21. Ligacio completa do siRNA com um mRNA alvo para promover seu silenciamento.
Fonte: Lam, et al. “siRNA versus miRNA as therapeutics for gene silencing.” Molecular Thera-

py-Nucleic Acids 4 (2015): €252.
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Piwi-interacting RNAs (piRNAs)

Os piRNAs sao pequenos RNAs (24-32 nucleotideos), vinculados a um
grupo de proteinas denominadas PIW1I, e foram primeiramente identificados
como um grupo de pequenos RNAs que auxiliam na protecio do genoma silen-
ciando transposons. Os transposons sao trechos do DNA capazes de se “mover”
pelo genoma, isto ¢, estes genes tém a capacidade de induzir sua duplicagio e
inser¢do em outro trecho do genoma, o que pode provocar, inclusive, a perda
de fungio de um gene ou uma nova mutagao (Fig. 22).
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Fig. 22. Mecanismo de agdo de piRNAs sobre o silenciamento de transposons. Um

piRNA ¢ transcrito a partir de uma regido do genoma chamada de Cluster de piRNA,
processado para formagio de uma molécula intermedidria e se complexa com diversas
proteinas que contiardo seu processamento deixando o piRNA com aproximadamente 30
nucleotideos. Este piRNA maduro, por sua vez, se complexa com proteinas Piwi ¢ migram
juntas para o nticleo onde promovem o silenciamento de transposons.

Fonte: http://www.spring8.or.jp/en/news_publications/press_release/2012/121015/

O primeiro piRNA foi identificado em testiculo de Drosophila mela-
nogaster (mosca das frutas) e ji foram encontrados em diversos outros ani-
mais. Os piRNAs sdo principalmente relacionados a fertilidade, devido ao
seu importante papel na espermatogénese, além de manter a integridade das
células germinativas, promover o silenciamento de transposons e auxiliar na
regulacio da expressao de alguns genes necessarios ao rearranjo cromossdmico.
Devido ao seu importante papel na linhagem germinativa, os piRNAs sio
predominantemente encontrados nas génadas, no entanto, alguns piRNAs
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também tém sido identificados em células somdticas humanas de forma tecido
especifica, isto ¢, apenas algumas poucas células apresentam a expressao desta
classe de RNA. A expressio desregulada de piRNAs também tem sido alvo
de estudos para muitas doengas, como cincer, onde foi verificado que alguns
piRNAs podem estar atuando na proliferacio, apoptose, invasao e migragio
de células cancerigenas.

long non-coding RNA (IncRNAs)

Os IncRNAs ou RNAs longos nao codificantes possuem mais de 200
nucleotideos. Diferente dos miRNAs, os IncRNAs sao menos compreendidos
embora a desregulacio de uma parte dos IncRNAs descobertos tenha sido
associada a doengas humanas como cincer. Muitas vezes os pesquisadores
se deparam com alguns desafios no estudo dessa classe de RNA, como o
fato de que muitos deles sio pouco expressos e mal conservados na sequ-
éncia do DNA. A conservagdo da sequéncia do DNA, ou seja, a sequéncia
do DNA que codifica o IncRNA ser igual ou parecida em diferentes espécies e
grupos zooldgicos, é importante para que a fungio do IncRNA especifico seja
conhecida, uma vez que a identificagio da fungio da molécula normalmente ¢
feita utilizando organismos modelos como Caenorbabditis elegans (nematoide),
Drosophila melanogaster (mosca das frutas) e Mus musculus (camundongo).
Se a sequéncia do IncRNA muda entre os animais, fica mais dificil de descobrir
a real funcio dele, j4 que normalmente se hi uma mudanca na sequéncia, hd
também uma mudanca na funcio.

A maioria dos genes de IncRNAs estd localizada aproximadamente
a uma distdncia de 10 mil bases de genes que codificam proteinas e, outros
ainda estdo localizados em regioes de introns ou na fita anti-sense de codi-
ficagdo, isto é, um mRNA ¢ transcrito em uma fita (fzza sense) e a outra fita
complementar (anti-sense) contém o gene de um IncRNA. Estas moléculas
podem ser encontradas em tipos celulares especificos como neurénios, hepa-
tdcitos e macréfagos.

A principal fungio associada aos IncRNAs é que eles servem de sinal
molecular para regulacio da transcrigio em resposta a determinados estimulos,
ou seja, é transcrito apenas em condigoes especificas. Os IncRNAs funcionam
se ligando e “sequestrando” complexos modificadores de histonas, proteinas
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que se ligam ao DNA, como fatores de transcrigdo, e at¢é mesmo a RNA
polimerase, que ¢ a enzima responsével por catalisar a reacio de transcrigao
(Fig. 23). Os IncRNAs também podem “sequestrar” outras enzimas cataliticas
ou subunidades de complexos enzimdticos necessdrios a transcri¢ao. Além
disso, alguns estudos sugerem que até a transcri¢ao do IncRNA atua como um
regulador da transcrigao do gene, devido a sua proximidade (aproximadamente
10 mil nucleotideos de distincia) com alguns genes que codificam proteinas.
Outra fun¢io em que os IncRNAs podem regular a transcri¢io de um gene
¢ através da interagdo com DNA metiltransferases (DNMTs), promovendo
o recrutamento ou inibi¢ao destas enzimas e altera¢io do nivel de metilacio
do DNA, processo este que afeta a transcri¢ao do gene e foi abordado nos
capitulos anteriores. Os IncRNAs também podem atuar nos complexos remo-
deladores da cromatina, contribuindo para um gene se tornar acessivel ou nao
a maquinaria de transcrigio. Os IncRNAs também podem atuar na indugio
da transcrigio génica servindo como guia para que complexos enzimadticos,
que vio ajudar na transcrigio, cheguem no local do gene especifico.

/- ey : e N\

'_I': S o -

--\_--mul__.r B

I g |1 : Y
odPess wodeess

Fig. 23. Principais mecanismos de regulacio transcricional mediada por IncRNAs. a) O

IncRNA atua como guia e recruta enzimas modificadoras da cromatina (histonas meti-
lases, acetilases e outras) e pode induzir ou reprimir a transcri¢ao; b) O IncRNA atua no
Scaffold, ou esqueleto da cromatina, interagindo com fatores de ligagao ao RNA (complexo
ribonucleoproteico) que podem recrutar proteinas de transcricdo (induzindo a expressio) ou
repressores génicos (reprimindo a transcri¢io); ¢) O IncRNA pode sinalizar para a maquina-
ria de transcri¢do o gene que deve ser transcrito; d) O IncRNA pode atuar como uma arma-
dilha se ligando e “sequestrando” os fatores de transcri¢ao, promovendo a repressio génica.
Fonte: Bhat, et al. “Long non-coding RNAs: mechanism of action and functional utility.”

Non-coding RNA research 1.1 (2016): 43-50.
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O quadro 1 resume as classes de RNAs nio codificantes, o tamanho
aproximado destes e os organismos onde ocorrem:

RNA ribossomal (rRNA) 120 ~ 4700 nt Todos

RNA transportado (tRNA) 70~100 nt Todos
Small nuclear RNA (snRNA) 70 ~ 350 nt Eucariotos

Small nucleolar RNA (snoRNA) 70 ~300 nt Eu:iﬁzzzs ¢

Micro-RNA (miRNA) 19 ~22 nt Eucariotos
Small interference RNA (siRNA) 21~25 nt Eucariotos
Piwi-interacting RNA (piRNA) 24~32 nt Eucariotos
Long non-coding RNA (IncRNA) > 200 nt Eucariotos

Quadro 1. Resumo dos RNAs nio codificantes e suas caracteristicas.

Fonte: https://www.mblbio.com/bio/g/product/epigenetics/ RNAworld.html.

A maior parte destas moléculas regulatdrias foi descoberta e ganhou
notoriedade apds os anos 2000, desde entéo, crescentes avangos tém sido feitos
para compreender melhor a fungio delas nos fendmenos fisiolégicos normais
e alterados. Alguns destes RNAs regulatdrios sio amplamente estudados em
diversas patologias humanas como cincer, doengas cardiacas, neuroldgicas e
autoimunes. Nestes estudos, destacam-se os miRNAs e siRNAs que tém sido
bem estudados e compreendidos em diversas patologias e, inclusive, alguns
ensaios clinicos, com o objetivo de utilizd-los no tratamento de diversas
doengas, tém sido feitos e mostram resultados promissores. Sendo assim,
dedicaremos o préximo capitulo para aprofundar o conhecimento sobre a
biogénese e mecanismos de acio destas duas classes de RNA.
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Como ja foi discutido nos capitulos anteriores, grande parte da
regulagio do processo transcricional e traducional é mediada por proteinas
reguladoras, principalmente fatores transcricionais e outras proteinas que
se ligam a sequéncias especificas do DNA. No entanto, moléculas de RNA
também sdo essenciais e participam ativamente deste processo de regulaco.
Esta regulagio transcricional e traducional ocorre em todos os organismos
vivos, procariotos e eucariotos. Os procariotos apresentam pequenos RNAs
regulatérios que foram abordados no capitulo anterior, no entanto, grande parte
dos estudos estd direcionada a eucariotos, principalmente no que compete aos
RNAs de Interferéncia. Nas tltimas duas décadas houve um salto significativo
no conhecimento acerca de RNAs de interferéncia, onde os principais deles
sao os mictoRNAs (miRNAs) e Small interference RNAs (siRNAs).

Os miRNAs e siRNAs sio pequenos RNAs de interferéncia que
tém atraido aten¢do porque atuam na regulagio da expressao de genes que
normalmente se encontram desregulados em muitas patologias. Por isso,
estes sdo alvos provéveis para descoberta e desenvolvimento de novas drogas
e podem ser usados como uma ferramenta para manipular a expressao génica
em diferentes organismos.

Histérico

Os miRNAs sio RNAs de tamanho que varia, em média, entre 19 e
22 nucleotideos e foram descobertos em 1993 por Victor Ambros. No ano
de 1998, Andrew Fire e Craig Mello publicaram um estudo sobre a atuagio
de miRNAs na regulacio da expressio génica em um organismo modelo de
estudo: Caenorhabditis elegans, que lhes conferiu o Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina do ano de 2006. No entanto, a relevincia dos miRNAs na regulacio
da expressao génica s6 foi evidenciada em meados dos anos 2000, a partir da
descoberta de dois miRNAs especificos: Let-7 e Lin-4 e o impacto bioldgico
provocado por eles. O miRNA Let-7 foi associado a repressio do mRNA
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lin-14, enquanto que o miRNA lin-4 foi associado a repressio do mRNA
lin-41. Ambos pareciam estar envolvidos no desenvolvimento do C. elegans.

Os siRNAs sio pequenos RNAs que variam em comprimento de 21 a
25 nucleotideos e sdo capazes de silenciar genes. O siRNA foi descoberto em
plantas no ano de 1999, por David Baulcombe ¢ Andrew Hamilton, em um
experimento de indugao de silenciamento génico mediada por virus. Pouco
tempo depois, estudos funcionais comprovaram a a¢io de siRNA sintéticos
na degradagio de transcritos genémicos especificos em mamiferos e os estudos
comegaram a ganhar notoriedade na comunidade cientifica. Historicamente,
os siRNAs foram identificados apenas como moléculas ex6genas, artificiais
ou ndo, capazes de gerar o silenciamento gene-especifico, no entanto, no ano
de 2008 foram identificados os siRNAs endégenos.

Os miRNAs ficaram conhecidos como reguladores endégenos, ou seja,
controlando o funcionamento celular e participando ativamente de processos
bésicos da célula. Enquanto que os siRNAs sao reconhecidos como defensores
da integridade ao genoma e capazes de responder a dcidos nucleicos invasores,
como virus que se integram ao DNA, transposons e transgenes. A biogénese
e mecanismo de a¢do de ambas as classes de RNA serdo discutidas a seguir.

Biogeénese

Uma das primeiras diferengas entre os miRNAs e siRNAs se refere a
sua biogénese. Os miRNAs podem ser gerados a partir de genes de miRNAs ou
regioes de éxons e introns liberadas no processamento de mRNAs, enquanto
os siRNAs sdo gerados a partir de precursores de RNAs dupla-fita e podem
ser gerados pela célula ou artificialmente, isto ¢, in vitro.

Os miRNAs podem ser codificados por genes especificos, que se
localizam em regioes intragénicas, ou seja, dentro de genes como em regioes
intronicas ou em regioes codificadoras, ou regioes intergénicas, ou seja, pos-
suindo genes préprios e utilizando uma maquinaria de transcrigio prépria.
Estas especificidades nos locais do genoma onde o miRNA poderd ser trans-
crito constituem as vias candnicas e ndo-canénicas de biogénese do miRNA.

A via candnica de biogénese do miRNA ocorre quando os miRNAs
estdo localizados em genes proprios e sdo transcritos pela RNA polimerase
I1. Os miRNAs sao codificados como transcritos longos com uma estrutura
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bastante especifica denominada de miRNA primdrio (pri-miRNA) que
apresenta diversas estruturas secunddrias, se dobra sobre si mesmo e forma
‘grampos’ com uma haste em formato de al¢a (Fig. 24). A primeira forma de
processamento do miRNA ¢ a clivagem dessa haste para que o pri-miRNA
forme um RNA fita dupla, denominado de pré-miRNA que possui entre 65 e
70 nucleotideos. O complexo de endonucleases formado por Drosha-DGCR8
atuam para realizar este processamento.

No caso da via nao canénica de biogénese do miRNA, ocorre normal-
mente a sintese de um mRNA comum e algumas sequéncias, como introns, sio
liberadas através do seu processamento. As estruturas liberadas, muitas vezes,
apresentam sequéncias de RNA com grampo e haste-alca muito similares aos
pré-miRNAs e podem dar origem a miRNAs maduros e funcionais. Quando
os miRNAs sio origindrios de regioes intronicas sio denominados mirtrons.

Em ambas as vias (can6nica e ndo-canénica) de biogénese do miRNA
ocorre a formagdo do pré-miRNA, que serd transportado para o citoplasma
através da exportina 5 e serd novamente processado por outro complexo
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Fig. 24. Transcritos de pré-miRNAs identificados em Caenorbabditis elegans, antes da

clivagem enzimdtica, mostrando a estrutura em grampo que contém, em vermelho e

azul, os miRNAs funcionais.

Fonte: Watson, James D. et al. Biologia molecular do gene. Artmed Editora, 2015.
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proteico, composto pelas proteinas Dicer-TRBP. Esse segundo processamento
cliva as estruturas em grampo (al¢a) que estdo adjacentes a estrutura do
miRNA e gera um miRNA dupla-fita contendo o miRNA funcional e sua fita
complementar, que serd degradada posteriormente. Como ¢ possivel ver na
Fig. 25, muitas vezes, ambas as fitas sdo capazes de gerar miRNAs maduros
que vao regular genes diferentes. Todas as etapas do processo de biogénese
de miRNA ¢ regulada minuciosamente.

As diferencas apresentadas entre o siRNA e miRNA, estd no fato de
que o RNA precursor do siRNA é um RNA dupla fita longo que pode ser
proveniente de vdrias fontes, como genoma viral, dupla-fita de RNA derivado
de transposons, quebras do DNA e pri-miRNAs (miRNAs primdrios), ou seja,
moléculas de RNA dupla-fita presentes no citoplasma. Os siRNAs ficaram
conhecidos como moléculas de defesa contra dcidos nucleicos invasores, jus-
tamente porque muitas vezes s3o originados a partir destas moléculas e atuam
contra elas. O RNA dupla-fita é reconhecido pelo dominio de ligagio a RNA
da enzima Dicer (a mesma enzima atuante no processamento do miRNA),
que ¢ responsdvel por gerar um RNA de 21 a 28 nucleotideos em uma tinica
etapa de processamento. O RNA dupla-fita pré-processado ¢ unido a outras
proteinas que tem a fungio de degradar a fita complementar, tornando o
siRNA uma molécula madura, e farao a atividade catalitica no silenciamento

mediado por siRNA. Um resumo da biogénese de siRNA estd na Fig. 25.
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Fig. 25. Resumo da biogénese e mecanismo de agio de miRNAs e siRNAs.
Fonte: Mak, J. “RNA interference: more than a research tool in the vertebra-

tes’ adaptive immunity.” Retrovirology 2.1 (2005): 35.
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Mecanismos de A¢ao

Uma das principais diferengas entre miRNAs e siRNAs é a forma
como eles atuam em seus alvos. Os miRNAs sdo considerados reguladores
trans, pois sio codificados por um gene e atuam sobre outros genes, tendo
inclusive diversos alvos. Os siRNAs sdo considerados reguladores cis, pois
normalmente s3o gerados como produto de um gene transcrito e atuam na
regulagdo destes mesmos genes, necessitando inclusive de uma alta comple-
mentariedade entre 0 siRNA e mRNA alvo, o que garante sua especificidade.
O impacto bioldgico dos miRNAs e siRNAs, obviamente, também tem relagao
com essas particularidades na regulagao.

O pareamento entre 0 miRNA e o RNA alvo, comumente, é par-
cial e ocorre principalmente em um local denominado de regiao seed, ou
residuos-semente. Essas regides de alta complementariedade entre miRNA
e mRNA envolvem de 6 a 7 nucleotideos e estao presentes entre as bases 2 e
9 do miRNA. A regido seed ¢ decisiva para a especificidade do mRNA alvo
e ¢ por causa desta regido que um mesmo miRNA pode regular diferentes
alvos. Além disso, a partir desta regido, os pesquisadores conseguem prever
possiveis alvos dos miRNAs e fazem andlises experimentais para comprovar
essa regulacdo (Fig. 26).
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Fig. 26. Heteroduplex de miRNA e mRNA alvo indicando o pareamento da regiio seed.
Fonte: disponivel em: https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/miRNA_Introduction.php.

Independente da forma como esses pequenos RNAs foram forma-
dos, os mecanismos pelos quais ocorre a regulagao do gene dependem de um
complexo denominado RISC (do inglés, RNA-induced silencing complex).
Este complexo contém muitas proteinas e, entre elas, proteinas da familia
Argonauta (AGO), que ¢ o componente central desse complexo. O complexo
ligado a0 miRNAs é conhecido como miRISC e o complexo ligado ao siRNAs
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¢ denominado de siRISC. Em ambos os casos, 0 miRNA ou siRNA, em suas
formas maduras, apresentam uma tnica fita de RNA. Esses pequenos RNAs
vado atuar como guias para direcionar o complexo RISC a alvos especificos e
complementares, formando um heteroduplex de RNA fita dupla (miRNA:
mRNA alvo ou siRNA:mRNA alvo). A ligagao estdvel entre os pequenos
RNAs e o mRNA alvo torna possivel a regulacdo que ocorre nos chamados
Corpusculos de processamento (Corpo P) no citoplasma.

Existem alguns mecanismos pelos quais os pequenos RNAs induzem
o silenciamento génico. O primeiro deles é induzindo a degradacio do mRNA
ou slicing (termo que se refere ao fatiamento do RNA). Normalmente para
que ocorra a degradacio do alvo, hd a necessidade da alta complementariedade
entre o pequeno RNA e o alvo. Esta alta complementariedade é encontrada em
siRNAs, entio normalmente este é o mecanismo de agao desta classe de RNA,
embora miRNAs que possuem uma alta complementariedade principalmente
na regiao seed, também podem induzir a degradagio do mRNA. Quando hi
ligacdo do pequeno RNA com o mRNA alvo, o complexo que contem a AGO
e uma outra endonuclease potente, a GW182, promove uma clivagem inicial
do mRNA na posigio do CAP 5’ (base modificada no inicio do mRNA) e
cauda poli-A (extensdo de adeninas no final do mRNA). Essa clivagem causa a
desestabilizacdo do mRNA e outras proteinas fazem uma ubiquitinagao dessa
molécula que levam a sua degradacio. Existem vdrias proteinas da familia Argo-
nauta presentes em diversos organismos e, nem todas elas conseguem clivar o
RNA. Neste caso, outros mecanismos de silenciamento génico sao utilizados.

No segundo mecanismo, os pequenos RNAs podem inibir a tradugio
do mRNA. Os miRNAs normalmente nio precisam de uma complementa-
riedade tao grande com o mRNA alvo e ¢ frequente ocorrer um mau parea-
mento de bases, embora este ainda consiga se ligar de maneira estdvel. Nos
casos onde a complementariedade nio é completa, o que ocorre, em grande
parte das vezes nos miRNAs, € a inibi¢ao da tradu¢io em vez da clivagem do
mRNA. A inibicio da tradu¢io pode ser feita por duas formas, o complexo
de silenciamento impede a montagem do ribossomo ou induz a desmontagem
dele. A atuagio do complexo miRISC no inicio da montagem do ribossomo
ocorre porque o miRNA ao se ligar, impede o reconhecimento de fatores de
iniciacdo da tradugdo, como eIF4F (necessirio na montagem do complexo
ribossdmico 80S) e, consequentemente, as subunidades do ribossomo nio sao
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montadas. Caso as subunidades ji tenham sido montadas e a tradugio esteja
ocorrendo, o complexo miRISC pode inibir o alongamento da tradugao, faci-
litando também a degradacio dos peptideos recém-sintetizados e induzindo
a desmontagem das subunidades do ribossomo.

Interessantemente, os pequenos RNAs nao atuam apenas na inibicao
p6s-transcricional (Fig. 27). Pesquisas indicam que o RISC também pode
se dirigir para o nucleo e, ligado ao seu ‘guia’ que é o pequeno RNA, pode
se ligar a regioes especificas no DNA e recrutar proteinas que promovem
modificagbes da cromatina em torno de promotores génicos ou reguladores
transcricionais. Neste caso, tanto o RISC quanto o pequeno RNA envolvido,
farao um silenciamento transcricional. Esse processo ocorre, por exemplo,
em Schizosaccharomyces pombe, onde um siRNA atua no silenciamento de
regides centromérica. Curiosamente, em outra levedura bastante estudada, a
Saccharomyces cerevisiae, nao foram identificadas proteinas e outras moléculas
relacionadas a regulagao mediada por RNAs de interferéncia.

Os miRNAs também foram relacionados com outras fungées pecu-
liares, como a ativagio traducional. Esse mecanismo nao estd muito claro
até o momento, mas sabe-se que outras proteinas podem estar no complexo
RISC, como a FXR1, e ativar a tradugio do mRNA em contextos celulares
especificos. Esse processo jd foi verificado em células gaméticas (odcitos) e
em células que foram submetidas a algum tipo de estresse, mas ainda nio se
sabe como ou por que esse processo ocorre.
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Fig. 27. Mecanismo de silenciamento pés-traducional de pequenos RNAs.

miRNAs podem atuar direcionando os trés mecanismos, enquanto que o siRNA
promove a desestabilizagio e clivagem do mRNA alvo.
Fonte: Ha and Kim. "Regulation of microRNA biogenesis." Nature reviews Mole-

cular cell biology 15.8 (2014): 509-524.
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Outro fato interessante a ser comentado, é que pequenas quanti-
dades dos RNAs de interferéncia conseguem induzir uma inibigao bastante
significativa nos mRNAs alvo, isto porque apds a degradacio ou inibicao
de um mRNA, o complexo nio é degradado e estd pronto para promover a
regulagao em outro alvo.

Impacto de pequenos RNAs nos processos bioldgicos

Neste capitulo e no capitulo anterior foram mencionados alguns
exemplos de como pequenos RNAs participam de processos importantes para
a célula. Processos estes, que vao desde o controle do desenvolvimento em
C. elegans, até o controle da inflamacio em mamiferos. Alguns exemplos de
RNAs de interferéncia em diferentes organismos serdo vistos a seguir.

Em leveduras como Schizosaccharomyces pombe, foram feitos experi-
mentos que comprovaram que a perda da via de RNAs de interferéncia nio
promova a morte das células, embora ocorra um significativo problema de
crescimento destas. Os experimentos que geraram a perda dessa via nesses
organismos, produziram perturbagées na segregagio cromossdmica, perda
de silenciamento génico nos centromeros e uma desregulagao do padrio de
metilacdo de histonas, indicando que RNAs regulatérios sdo importantes para
manutengio de todos esses processos. Além disso, da mesma forma que ocorre
em bactérias (sistema CRISPR-Cas), nas leveduras os RNAs de interferéncia
atuam como mecanismos de defesa contra virus e transposons mediante os
piRNAs (discutidos no capitulo anterior).

Em plantas, os RNAs de interferéncia também sio importantes
no controle de transposons e infecgoes virais, além de regular alguns genes
relacionados a colora¢do, produc¢io de fitohormoénios, crescimento e outras
caracteristicas. Estudos mostraram que plantas com mutagdes nos genes da
Argonauta ou Dicer nio conseguem conter infecgoes virais e a replicagao
viral é consideravelmente maior. Em contrapartida temos, por exemplo,
mecanismos virais que atuam diminuindo a estabilidade de alguns siRNAs
em plantas, como ¢ o caso do HcPro do virus Y da batata que reduz a pro-
dugcio e estabilidade de alguns siRNAs e conseguem se espalhar pela planta.
Os pequenos RNAs (siRNAs e miRNAs) tém sido utilizados pela industria

para melhorar as caracteristicas de plantas de interesse econémico, como por
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exemplo, aumentar o rendimento e produtividade da espécie, rendimento dos
grios e até mesmo o prazo de validade de frutas e verduras.

No que se refere ao reino animal, foi verificada que a perda da via
de RNAs de interferéncia, incluindo os préprios RNAs e proteinas que
participam do processo, ¢ letal, inclusive em organismos menos complexos,
como Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster, bem como em outros
organismos estudados. Um cldssico exemplo em C. elegans é a atuagio do
lin-4 regulando a atividade do lin-14 e influenciando o desenvolvimento do
verme. Além disso, alguns pesquisadores também sugerem que os RNAs de
interferéncia podem ser importantes no silenciamento da heterocromatina
em vidrios organismos, incluindo moscas e plantas.

Em seres humanos, os RNAs de interferéncia atuam de diversas
formas. Assim como em todos os organismos mencionados acima, RNAs de
interferéncia, principalmente siRNAs, atuam na defesa da célula contra trans-
posons e protegendo a célula contra infec¢des. Estima-se que 45% do genoma
humano, seja composto por sequéncias que foram transposons em algum
momento, ¢ estes, precisam ser silenciados e mantidos como heterocromatina
para evitar danos ao genoma da célula. Os piRNAs, como mencionado no
capitulo anterior, também sdo excepcionalmente importantes nesse silencia-
mento de transposons em células germinativas. Os miRNAs, sio amplamente
estudados em diversas patologias humanas, como cincer, doengas cardiacas,
metabdlicas, neurolégicas e autoimunes. Devido a caracteristica do miRNA
de reconhecer e regular diversos genes que atuam em diferentes vias, qualquer
desregulacio nestes, pode desencadear um problema grave para o organismo.
Assim, essas moléculas desreguladas tém sido identificadas e estudadas como
possiveis biomarcadores para as doengas. Da mesma forma, a manipulagio da
expressdo génica mediada por siRNAs e miRNAs também tem sido abordada
em estudos biotecnoldgicos e mostram resultados promissores, indicando
que podem, muito em breve, ser usadas pela medicina personalizada como
possiveis fontes de novas terapias para diversas doencas complexas.
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Doengas complexas

Como j4 foi visto anteriormente, diversos fatores epigenéticos podem
modular a regulagio de genes de maneira extremamente coordenada em
todas as células e tecidos de um organismo. Diversos fatores intrinsecos,
como o genoma, e extrinsecos, como o ambiente, podem modular a regula-
¢ao epigenética. Consequentemente, se estes mesmos fatores se encontram
desregulados, podem desencadear uma série de consequéncias no organismo
e levar a patologias.

As doengas humanas podem ser dividas basicamente em doencas
monogénicas, isto é, causadas por um dnico gene, e doengas complexas.
Grande parte das doengas humanas é considerada complexa, isto ¢, apresentam
multiplas causas e existem muitos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
envolvidos. Quanto maior a complexidade da doenga, mais fatores ambientais
influenciam o desfecho, e mais fatores epigenéticos podem ser relacionados.
Entre as muitas doencas complexas, os fatores epigenéticos tém sido amplamente
relacionados com doengas autoimunes, como artrite reumatoide, lipus, doenga
de Chron e outras; desordens neuroldgicas, como Parkinson, esquizofrenia,
Alzheimer; doengas cardiacas, como infarto do miocdrdio e aterosclerose; e
diversos tipos de cincer, como leucemias, mama, pulmao, préstata e outros.

Nas doencas autoimunes ha diversos fatores epigenéticos associados.
No ltpus eritematoso sistémico, por exemplo, foram previamente identificados
niveis diminuidos de metilagdo em linfécitos T e genes importantes para res-
posta imunolégica como CD70, CD11a e PRF1. Em relagao as modificagées
de histonas, foram identificadas modificagoes como redugio da trimetilagao
da H3K9 e niveis desregulados de histonas metilases. Os miRNAs, como
miR-146, miR-125a e miR-155 também apresentam niveis de expressao
anormais. No diabetes tipo II também jd foram identificados padrées de
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metilacdo diferencial de genes como Tnfaip812 e AKT2 que sio importantes
em vias de sinalizagio de inflamagio, metabolismo e receptor da insulina.

Nas doencas neuroldgicas, os padroes aberrantes de metilagao de
determinados genes, as modificagdes de histonas e expressao desregulada de
miRNAs parecem ser relevantes. Um dos principais genes que apresenta um
padrio desregulado em muitas doengas é o MeCP2 (methyl CpG binding
protein 2), que é essencial para o bom funcionamento de células nervosas.
A hipermetilagio deste gene, ou seja, o aumento do padrio de citosinas
metiladas, foi associada a patologias como Alzheimer, esquizofrenia, doenca
de Rett e até mesmo gliomas. Padroes de modificacio de histonas aberrantes
também tém sido encontradas em desordens neuroldgicas, como ¢ o caso de
histonas acetiladas e fosforiladas na doenga de Huntington, histonas metila-
das na esquizofrenia e histonas acetiladas e fosforiladas no Alzheimer. Alguns
miRNAs também se encontram desregulados em diversas patologias como
esquizofrenia, que apresenta desregulacio do miR-219, miR-132 e miR-107,
Alzheimer que apresenta desregulacio do miR-34a ou epilepsia que apresenta
expressoes aberrantes de miRNAs como miR-139-5p, miR-124, miR-219,
miR-204 e outros.

O conhecimento em todas essas dreas tem sido constantemente
ampliado, no entanto, a maior parte dos estudos é direcionada na tentativa de
compreender o papel desses fatores epigenéticos nos diversos tipos de cincer.
Assim, nés optamos por esclarecer com mais detalhes os principais fatores
epigenéticos relacionados a doengas tumorais.

Cancer

O cancer ¢ considerado uma doenca genémica que afeta a popula-
¢ao mundial e também que mais mata no mundo. Surge como resultado de
alteracoes cumulativas no material genético (DNA) de células normais que
sofrem modificacoes até se transformar em células cancerosas.

Como resultado de mudangas genéticas, o cincer apresenta
caracteristicas como: independéncia de sinais de crescimento externo,
insensibilidade a sinais externos anticrescimento, capacidade para evitar a
apoptose; capacidade de replicar indefinidamente; predispoe a massa dessas
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células a desencadear angiogénese e ainda, tem a habilidade de invadir tecidos
e estabelecer tumores secunddrios.

Acredita-se que a carcinogénese ¢ um processo complexo que envolve
um numero imenso de fatores desde mutag¢oes no genoma herdado dos pais,
quebras e perdas cromossomicas, amplificagoes génicas, instabilidade genémica
e mecanismos epigenéticos, sendo que os principais grupos de genes envolvidos
nesse processo sao os proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes
relacionados ao reparo do DNA.

Os proto-oncogenes codificam componentes relevantes no controle
do crescimento normal e diferenciacio celular, porém, podem ser ativados
a oncogenes (que sio genes dominantes no nivel celular) por mutagao de
ponto, translocac¢io cromossdémica ou amplificagio génica que contribui para
o descontrole da divisao celular que ¢ caracteristico de cancer. Além desses
genes, existe outro grupo de genes de atuagdo antagdnica, cujos produtos
inibem o crescimento celular, sio os chamados genes supressores tumorais
(genes recessivos no nivel celular), que também podem ser inativados por
mecanismos de substitui¢io de base, delegao, nao disjungio cromossomica,
recombina¢io mitética e outros. Assim, sua fun¢io pode ser perdida ou
alterada, contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento do cincer. A
perda das proteinas supressoras desregula o crescimento celular, levando a
formagao de tumores.

Em relagao aos genes de reparo do DNA, podemos dizer que os sistemas
de reparo de DNA sio fundamentais para a manutengio da integridade do
genoma. Portanto, pode-se esperar que a desregulagio dos genes de reparo, esteja
associada a efeitos relevantes prejudiciais a satide, que podem incluir defeitos
congénitos, aumento do risco de tumores cancerigenos, como carcinomas
(tecido epitelial), sarcomas (tecido conjuntivo), linfomas (tecido linfitico),
gliomas (células gliais do sistema nervoso central) e leucemias (hematopoié-
ticos), e taxa acelerada de envelhecimento. Embora as ideias originais sobre o
reparo do DNA e os genes responsdveis tenham sido amplamente derivados de
estudos com bactérias e leveduras, mais de 125 genes diretamente envolvidos
no reparo do DNA jd foram identificados em seres humanos e sua sequéncia
de cDNA também j4 foi estabelecida. Esses genes funcionam em um conjunto
diversificado de vias bioquimicas que envolvem o reconhecimento e remogao
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de lesdes de DNA, tolerancia a danos no DNA e prote¢do contra erros de
incorporagio cometidos durante a replicagio ou reparo da molécula do DNA.

A inicia¢do e evolugio do cincer, sempre vista como uma doenga
genética, ¢ agora percebida como envolvendo anormalidades epigenéticas
junto com alteragoes genéticas. Estudos no campo da epigenética do cincer,
em rdpida evolugio, mostraram reprogramacio extensiva de todos os compo-
nentes da maquinaria epigenética, incluindo metilagio do DNA, modificacoes
de histonas, posicionamento de nucleossomos e RNAs nao codificantes,
principalmente expressio de microRNA.

Antes de avangar para o entendimento da relagio dos mecanismos
epigenéticos com o desenvolvimento do cincer, faz-se necessdrio lembrar que
os mecanismos epigenéticos, incluindo metilagio do DNA, modificacoes
covalentes de histonas (acetila¢io, metilagao, fosforilagao, ubiquitinagao,
ribosilagio e outros), posicionamento de nucleossomos e miRNAs sdo essen-
ciais para o desenvolvimento normal dos mamiferos e para a regulagio da
expressio génica. Essas modificagoes epigenéticas exibem propriedades tinicas
e padrdes de distribui¢io em diferentes células de mamiferos. Os distintos
padrées combinatérios dessas modificacoes, denominados epigenoma, sio
determinantes-chave do destino celular e da atividade génica. Por outro lado, o
epigenoma do tecido diferenciado exibe uma estrutura relativamente restrita que
¢ mantida de forma estdvel através de maltiplas divisoes celulares. Entretanto,
o desenvolvimento das pesquisas no campo da epigenética mostraram que as
células cancerigenas humanas abrigam anormalidades epigenéticas globais,
além de numerosas alteragoes genéticas que interagem em todas as etapas da
evolugio do cincer, atuando juntas para promover a progressio dessa patologia.
A origem genética do cincer ¢ amplamente aceita, no entanto, estudos recentes
sugerem que alteragdes epigenéticas podem ser os principais eventos iniciantes
em algumas formas de cincer. Esses achados levaram a uma iniciativa global
para entender o papel da epigenética na iniciagao e propagagao do cincer.
Tendo em vista que as aberracoes epigenéticas, diferentemente das mutagoes
genéticas, sdo potencialmente reversiveis e podem ser restauradas ao seu estado
normal, um campo promissor da terapia epigenética ja estd prosperando com
aprovagao pelo FDA (Food and Drug Administration) de drogas epigenéticas

para o tratamento do cAncer.
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Epigenética e cancer

A estrutura da cromatina determina o estado em que a informacio
genética na forma de DNA ¢ organizada dentro de uma célula. Essa organizagao
do genoma em uma estrutura compacta exata influencia bastante a ativagao
ou silenciamento dos genes. A epigenética, que inicialmente foi definida por
C.H. Waddington como “as interagoes causais entre genes e seus produtos,
que dirigem o fendtipo a existéncia’, envolve a compreensio da estrutura da
cromatina e seu impacto na funcio do gene. A defini¢ao de Waddington, a
principio, se referia ao papel da epigenética no desenvolvimento embriondrio;
no entanto, a defini¢io de epigenética evoluiu ao longo do tempo, tendo em
vista que estd implicada em uma ampla variedade de processos bioldgicos.
Assim, a defini¢io mais recente de epigenética é “o estudo de alteragoes
hereditdrias na expressdo génica que ocorrem independentemente das alte-
racoes na sequéncia primdria de DNA”. A maioria dessa mudanca herdével
¢ estabelecida durante o processo de diferenciagio e se mantém de forma
estdvel por virios ciclos de divisdo celular, permitindo dessa forma, que as
células tenham identidades distintas enquanto contém a mesma informagio
genética. Essa herdabilidade dos padroes de expressao génica é mediada por
modificacoes e mecanismos epigenéticos jd descritos. O complemento dessas
modificagoes, coletivamente chamado epigenoma, fornece um mecanismo
para a diversidade celular, regulando quais informagées genéticas podem ser
acessadas por mdquinas celulares. Dessa forma, podemos prever que falhas na
manuten¢io adequada das marcas epigenéticas hereditdrias podem resultar
na ativagdo ou inibi¢do inadequada de vdrias vias de sinalizac¢io e levar ao
desenvolvimento de doenc¢as como o cincer.

O inicio e a progressio do cAncer sdo acompanhados por profundas
alteragoes na metilagao do DNA, que foram as primeiras alteragoes epigenéticas
identificadas no cancer. Um epigenoma do cincer ¢ marcado por hipome-
tilacdo em todo o genoma e por hipermetilacdo do promotor da ilha CpG
especifica do local (Fig. 28). Embora os mecanismos subjacentes que iniciam
essas mudancas globais ainda estejam sendo investigados, virios estudos tém
mostrado que algumas mudangas ocorrem muito cedo no desenvolvimento
do cincer e podem contribuir para o seu inicio.
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Fig. 28. Metilagio de DNA e cancer.
Fonte :hteps://slideplayer.com.br/slide/286882/

A hipometilacio global do DNA tem um papel preponderante na
tumorigénese e ocorre em vdrias sequéncias gendmicas, incluindo elementos
repetitivos, retrotransposons, promotores deficientes em CpG, introns e
desertos genéticos também conhecidos como “DNA-lixo”. A hipometilacio
do DNA em sequéncias repetidas leva a0 aumento da instabilidade genémica,
promovendo rearranjos cromossdémicos. Também tem sido comprovado que
a hipometilagao dos retrotransposons pode resultar em sua ativagio e trans-
locagdo para outras regides gendmicas, aumentando assim a instabilidade
dessas regioes. A indugio da instabilidade genémica por hipometilagao ¢
exemplificada em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia, instabilidade
da regido centromérica e anomalias faciais, que apresentam uma mutagao na
linha germinativa na enzima DNMT3b (DNA metiltransferase 3b), resultando
em hipometilagao e subsequente instabilidade cromossdmica. Perda semelhante
de metilagao do DNA e instabilidade genémica estd implicada em uma varie-
dade de cinceres humanos. Além disso, a hipometilagio do DNA pode levar
a ativagdo de genes promotores de crescimento, como R-Ras e MAPSIN no
cancer gistrico, S-100 no cancer de c6lon e MAGE (antigeno associado ao
melanoma) no melanoma. Assim, a hipometilagio do DNA leva 2 ativacio
aberrante de genes e regides nao codificantes por meio de uma variedade de
mecanismos que contribuem para o desenvolvimento e progressao do cincer.

Apesar de saber que a capacidade da hipermetilagio do DNA para
silenciar os genes supressores de tumores no cancer esteja bem estabelecida,
ainda nio estd bem esclarecido como os genes sao direcionados para essa
metilacio aberrante do DNA. Uma possibilidade é que o silenciamento de
genes especificos por hipermetilacio forne¢a uma vantagem de crescimento
as células, resultando em sua selecio e proliferagio clonal. A metilagio da ilha
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CpG especifica do tumor pode ocorrer através de um mecanismo instrutivo
especifico da sequéncia, pelo qual DNMTs sdo direcionados a genes especificos
por sua associagdo com fatores de transcri¢do oncogénicos. A hipermetilagao
aberrante e o silenciamento de promotores de genes-alvo especificos pela pro-
teina de fusio PML-RAR, na leucemia promielocitica aguda, é um exemplo
desse mecanismo. Grandes extensdes de DNA podem tornar-se anormalmente
metiladas no cincer, fazendo com que algumas ilhas CpG sejam hipermeti-
ladas como resultado de sua localizagio nessas regides gendmicas que foram
submetidas a reprogramacio epigenética em larga escala.

Assim, podemos concluir que a metilagio anormal ou aberrante do
DNA pode levar a uma variedade de cAnceres por alterar a expressio de genes
criticos por dois padroes de metilagio: hipometilagio generalizada do genoma
e hipermetilagio em dreas localizadas dentro da regido promotora de genes
nas ilhas CpG. Consequentemente, a hipermetilagio destas ilhas levam ao
silenciamento de genes supressores de tumor e de genes de reparo do DNA
enquanto que a hipometilagao global leva a instabilidade cromossémica e a
ativacdo de oncogenes.

As células cancerigenas tém aberragdes em todo o genoma no nivel
epigenético, incluindo hipometilagio global, hipermetilacio especifica do
promotor, desacetilacio de histonas, regulacio negativa global de miRNAs e
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Fig. 29. Mecanismos tumorigénicos em células de mamiferos. As aberragées gené-

ticas e epigenéticas estdo envolvidas na transformagio neopldsica. Essas duas vias
alternativas da tumorigénese estio intrinsecamente ligadas e podem, individual-
mente ou em sinergia, levar ao desenvolvimento do fendtipo maligno.

Fonte: htep://cacancerjournal.org
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regulagio positiva de certos fatores da maquinaria epigenética. Essas aberragoes
conferem vantagem seletiva de crescimento de células neoplisicas, levando
a deficiéncia apoptdtica, proliferacio celular e tumorigenicidade (Fig. 29).
A seguir, estudaremos os diferentes processos de regulagio epigenética e seus
funcionamentos aberrantes nas células cancerigenas.

Metilag¢io do DNA no cincer

Inicialmente, acreditava-se que a tumorigénese resultasse exclusiva-
mente de eventos genéticos, como mutagoes, amplificagdes, rearranjos de
genes ou delecoes, porém atualmente j4 ficou claro que a metilagio do DNA ¢
uma maneira alternativa de silenciar genes supressores de tumores, de maneira
equivalente a mutagoes genéticas. Assim, podemos dizer que a tumorigénese
resulta da ativagio da via oncogénica e/ou inativacio das vias proapoptdticas
ou supressoras de tumor envolvendo os mecanismos epigenéticos.

Exemplos do mecanismo de metilagao aberrante do DNA de genes
na tumorigénese so numerosos, notadamente a metilagao do gene de reparo
de incompatibilidade humano mutL homdlogo 1 (MLH1) no cincer color-
retal, o gene de reparo de DNA O-6-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT) em gliomas e cincer colorretal e o regulador do ciclo celular p16
(inibidor de quinase dependente de ciclina 2A [CDKN2A]) em neoplasias
colorretais e outras.

Além disso, a metilagio aberrante do DNA foi mais frequente do que
as alteragbes no niimero de cépias quando estudadas em um genoma inteiro.
Também ¢ o caso do cincer colorretal, no qual tumores individuais abrigam
mais genes hipermetilados do que mutagoes genéticas e, nos genes individuais,
a hipermetilaco ¢ mais frequente que as alteragoes genéticas. Semelhante as
mutagdes, o silenciamento de genes supressores de tumor confere vantagem
proliferativa as células, mediando a invasio e facilitando a metdstase. Foi observado
também, que a hipermetilagio do DNA ¢ um evento precoce na tumorigénese,
provavelmente desempenhando um papel importante na iniciagio e progressio do
tumor e criando uma condigio para o acimulo de uma infinidade de aberracoes
genéticas e epigenéticas simultineas em cinceres de colorretal, gdstrico e de
figado. Outro exemplo é a hipermetilacio do MGMT que desempenha um papel
direto no acimulo de muta¢oes G/A no gene KRAS em tumores colorretais.
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Vale salientar que padroes aberrantes de metilagao do DNA no can-
cer tém variabilidade intra e interindividual significativa, representando nio
apenas a especificidade do tipo de tumor, mas também a variabilidade pessoal.

Modificag¢oes de histonas no cancer

Sdo limitadas as informagdes sobre o perfil global de modificagao de
histonas em linhas celulares de cAncer e tumores primérios. Estudos recentes
reportam uma perda global da monoacetilagao da histona H4 lisina 16 e da
trimetilagdo da histona H4 lisina 20 no cAncer. Essas modificagdes ocorreram
em todo o genoma, sobrepondo-se especificamente s dreas de hipometilagao
do DNA em seqiiéncias repetitivas. Por outro lado, a perda de acetilagao da
histona H3 lisina 9 e dimetilagio ou trimetilagao da lisina 4 e o ganho de
dimetilagio ou trimetilagio da histona H3 lisina 9 e a trimetilagao da lisina
27 podem ser encontrados em promotores de genes especificos e podem con-
tribuir para a tumorigénese, silenciando genes criticos supressores de tumores.

Além das alteragoes nas histonas metilases/ HDMTs no cancer, ind-
meras alteragoes na acetilagao de histonas de genes especificos também foram
reportadas. Por exemplo, o receptor quimérico da oncoproteina promielociti-
ca-leucemia retindica o (PML-RARa) produzido pela translocagao t (15:17) na
leucemia promielocitica aguda tem como alvo promotores especificos através
do recrutamento aberrante de HDACs e HMTs, levando ao silenciamento
da expressio génica.

Expressao de RNAs regulatérios no cincer

A maioria dos miRNAs estao localizados em regides génicas e sio
desregulados quando sofrem alteracoes cromossdmicas e génicas comuns de
ocorrerem em todos os tipos de cincer. Alguns exemplos de alteragoes que
podem afetar a regulacio de miRNAs sao delegoes, duplicagoes, mutagoes
que afetam o processamento dos miRNAs e metilagoes que afetam a expres-
sao destes. Os miRNAs podem ser oncomiR que estimulam a divisio e, se
forem desregulados, fazem a célula proliferar indiscriminadamente. Ainda
existem miRNAs supressores de tumor que atuam freando a divisio celular.
Muitos miRNAs estao envolvidos com diferentes mecanismos de atuacio
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nas células cancerigenas, alguns podem atuar na sinalizagao da proliferagao,
imortalidade da célula, resisténcia 2 morte celular e, até mesmo, a metastase.
Alguns miRNAs ji foram bem caracterizados com diferentes fungées, como
mostra a Fig. 30. Outro fator interessante é que 0 mesmo miRNA pode ter
funcoes de oncomiR ou supressor dependendo do contexto da célula e o
tipo especifico do cAncer. Assim, cada tipo de cincer apresenta um perfil de
expressio de miRNA caracteristico e os estudos estio tentando identificar os
miRNAs atuantes e definir melhor como esse processo ocorre.
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Fig. 30. Atuacdo de miRNAs em diferentes vias em células cancerigenas. Fonte: Ross and Davis.

“MicroRNA, nutrition, and cancer prevention.” Advances in nutrition 2.6 (2011): 472-485.

Um dos tipos de cancer melhor estudado é o cAncer de mama, onde
miRNAs como miR-21, miR-155 e miR-373 parecem agir como oncomiR,
enquanto que o miR-125a, miR-125b, miR-101 e miR-207 parecem atuar
como supressores de tumor. No cancer de pulmio, por sua vez, alguns dos
oncomiR identificados sio miR-21, miR-100, miR-135a, enquanto que
os miRNAs supressores de tumor identificados sio miR-101, miR-200b,
miR-24. O aumento significativo no nimero de estudos também impacta
significativamente o nimero de miRNAs identificados e como estes atuam
nas rotas de cada doenga.

Muitos estudos, atualmente, tém feito testes para que miRNAs ou
anti-miRNAs (denominados antagomir) possam ser usados como tratamento
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de alguns tipos de cAncer, onde estes podem ser usados para induzir apoptose
e ou parada do ciclo celular especificamente nestas células. Outros estudos
também trabalham na busca por padroes de miRNAs especificos de células
e tumores, para que testes nio invasivos possam ser desenvolvidos e o cAncer
em seu estdgio precoce possa ser detectado.

Epigenética, ambiente e estilo de vida

Como ji abordado anteriormente, os fatores ambientais podem
influenciar significativamente o epigenoma de um individuo e, inclusive,
aumentar o risco do individuo desenvolver alguma patologia. A epigenética
comega a influenciar a vida do organismo desde o ttero e marcas epigenéticas
aberrantes no ttero podem aumentar a susceptibilidade a doengas no adulto,
como obesidade, aterosclerose, diabetes tipo II e outras doengas metabdlicas e
cardiovasculares. Além disso, o estilo de vida do individuo é fundamental para
uma boa regulagao epigenética e vale frisar, que alguns fatores importantes
como o uso de cigarro, dieta e exercicios, modulam fatores epigenéticos e
serdo abordados a seguir.

O cigarro, que ¢ uma droga licita que tem cerca de 400 substancias
nocivas ao ser humano. Surpreendentemente, essas substancias podem induzir
alteragbes que geram consequéncias em até trés geragoes sucessivas. Isto é, uma
mulher que fuma enquanto estd gravida pode induzir modificagoes epigenéti-
cas decorrentes do cigarro: nela mesma (primeira gerago), no feto (segunda
geragdo) e, caso o feto seja do sexo feminino (onde as células reprodutivas
sao formadas ainda no ttero), podem ocorrer modificagoes epigenéticas nas
células reprodutivas da filha (terceira geragio). O cigarro pode promover
vérias modificagbes epigenéticas, entre elas, causar hipéxia no feto, uma vez
que a nicotina induz uma perfusio uteroplacental e diminui o oxigénio. Esse
processo leva a ativagio do HIF-a (fator de transcri¢ao ativado quando hd
hipéxia) que aumenta a expressao de um gene MAT2A que, por sua vez, é a
enzima responsdvel por produzir o SAM (S-adenosilmetionina), a molécula
necessdria a metilagio do DNA. Em consequéncia, o padrio de metilagio
do individuo serd alterado.

A alimenta¢io também ¢é outro fator que pode modular o epige-
noma do individuo. Existe, inclusive, uma drea das ciéncias dedicada apenas
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a estudar as contribuicoes epigenéticas desencadeadas pela alimentagio, é a
nutriepigenémica. A alimentagio do individuo afeta a epigenética princi-
palmente porque, muitas vezes, os grupos metil para metilagio do DNA sio
provenientes de alimentos ricos em metionina, 4cido félico, colina, vitamina
B12 e B6. Alguns experimentos tém sido conduzidos a fim de entender as
consequéncias da alimentacio nas marcas epigenéticas. Um exemplo cldssico
dessa influéncia é um estudo com modelos murinos onde foi verificado a
presen¢a de metilagdio em um gene Agouti. Os pesquisadores observaram
que a hipermetilagao desse gene gerava prole magra e sauddvel, enquanto a
hipometila¢io deste mesmo gene gerava ratos obesos, amarelados e predispos-
tos a cAncer e diabetes. Estes pesquisadores também avaliaram camundongos
que estavam usando um suplemento de bisfenol, que altera o metabolismo e
tende a deixar os ratos mais obesos. Estes pesquisadores perceberam que os
ratos que usavam o bisfenol mas tinham uma dieta rica em vitamina B e 4cido
félico nao apresentavam obesidade e, de certa forma, protegeu os individuos.

A priética de exercicios também parece ser um fator muito importante
na modula¢do de caracteristicas epigenéticas. Estudos indicam que individuos
que passam de uma situagio inativa fisicamente para uma situagao ativa passam
a apresentar vdrias regioes génicas desmetiladas. Essas regides que mudam o
padrio de metilagio a depender do estado de atividade do individuo, parecem
induzir a expressaio de mRNAs benéficos para prevenir o risco de doengas
e aumentam o fendtipo metabélico do individuo. Além disso, criangas com
pais obesos tem predisposicio a sindrome metabdlica e exercicios realizados
durante a gravidez podem mitigar essa predisposi¢io. O efeito do exercicio
foi testado em camundongos fémeas gestantes modificadas geneticamente,
e que apresentavam uma predisposi¢io aumentada para diabetes e também
mostrava uma hipermetilagdo em um gene chamado Pgc-1alfa (envolvido na
biogénese mitocondrial e associado a metabolismo celular). Quando a fémea
fazia corridas voluntdrias, o exercicio levava ao bloqueio da metilacio deste
gene, consequentemente o gene era transcrito e tinha sua funcio na manutengio
da mitocondria mantida, o que bloqueava a disfuncio metabélica no feto.

Em suma, o epigenoma pode ser modulado por caracteristicas ambientais e,
deve-se tentar manter os hdbitos saudaveis para evitar complicagoes futuras. O conhe-
cimento do epigenoma e de como o ambiente pode influencié-lo estd em constante
crescimento e tende a ser cada vez mais presente nas nossas vidas.
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Processos epigenéticos respondem prontamente as condi¢des ambien-
tais e permitem rdpidas modificagdes a ambientes hostis. J4 é bastante evi-
denciado o impacto do meio ambiente sobre nosso genoma e epigenoma.
H4 evidéncias de que os poluentes ambientais tém causado vérias doengas
a0 induzir mudancas no nosso epigenoma, alterando as atividades de genes
especificos. Por exemplo, o arsénio em dguas contaminadas afeta a metilagao
do genoma gerando tumor de bexiga e, também, a exposigao do individuo a
altos niveis de outros metais pesados como, niquel, merctrio, cromio, chumbo
e cddmio, na alimentagdo e na dgua, também podem causar mudancgas na
metilagdo do gene, modificagbes quimicas nas histonas e a expressio de RNAs
regulatérios, levando a cincer de pulmao, figado e outros. A poluigao do ar,
em especial, as particulas em suspensio que saem do escapamento de veiculos,
também causam mudangas epigenéticas que levam inflamagio a todo o corpo.
O benzeno da gasolina e outros combustiveis a base de petréleo induzem a
metilagio do DNA e estd associada a leucemia. Muitas outras substincias
quimicas estdo associadas aos desequilibrios dos mecanismos epigenéticos
causando diversas enfermidades. Doengas complexas, incluindo distdrbios
psiquidtricos, metabdlicos e cardiovasculares, estdo relacionadas & heranga
epigenética de respostas mal adaptadas ao stress ambiental. A regulagao epi-
genética pode programar a informagido genética e o destino de uma célula,
influenciando assim sua funcionalidade e, por consequéncia, a do 6rgao em
questdo. De acordo com as experiéncias vividas (estilo de vida ou influén-
cias do meio ambiente), tanto a expressio diferencial de miRNAs quanto a
metilacio do DNA atuam em sinergia afetando a programagio de doengas
neuroldgicas e psiquidtricas na vida adulta, ou em futuras geragoes, através
de imprinting gendmico (carimbo gendmico).

Os avangos no campo da epigenética do cincer levaram a percepgao
de que o empacotamento do genoma é potencialmente tao importante quanto
o proprio genoma na regulagio dos processos celulares essenciais necessérios
para preservar a identidade celular e também no surgimento de doengas,
como o cancer. Uma abordagem combinatéria utilizando diferentes enfoques
terapéuticos epigenéticos, juntamente com a quimioterapia padrao, mantém
uma promessa significativa para o sucesso do tratamento do cincer no futuro.
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Muitas doengas humanas estdo ligadas a modificagoes epigenéticas inapropria-
das; assim, os pesquisadores estao tentando identificar medicamentos relevantes
para reverter essas modificacoes. Por exemplo, vérios inibidores contra HDACs
indesejados (HDAC), foram analisados em experiéncias com animais, células
sauddveis normais e ensaios clinicos com nenhum ou poucos efeitos colaterais
dentro de uma faixa terapéutica. Semelhante a acetilagao, muitos inibidores
de metilagao, incluindo 5-azacitidina, 5-aza-2-desoxicitidina, zebularina e
procainamida, demonstraram ser eficazes contra a metilagio inadequada.
Além do uso de miRNAs e anti-miRNAs, os antagomirs também conhecidos
como anti-miRs, s3o capazes de regular a expressao de vérios genes e também
estao em ensaios clinicos para uso na medicina personalizada.

A epigenética também deixa claro que o estresse causado pelas guerras,
conflitos, preconceitos e outras formas de adversidade na fase da infincia,
podem trazer prejuizos tanto para os individuos afetados quanto para suas
futuras geragdes, isso porque, existe a possibilidade de que marcagées epi-
genéticas sejam passadas as futuras geragoes. H4 evidéncias experimentais
comprovando esses efeitos em seres humanos e animais. E como se, de fato, a
alimentagao do seu pai ou da sua mae afetasse o metabolismo dos seus netos.
Um estudo emblemdtico demonstrou como esse processo afetou netos de
holandeses que passaram fome durante a Segunda Guerra Mundial, levando-os
a obesidade, doengas cardiovasculares, pressao alta, doengas psicoldgicas, entre
outras. Também h4 estudos que mostram que pessoas que passaram por um
determinado trauma podem ter descendentes naturalmente estressados em
virtude desse fato. Ou seja, a heranga que trazemos dos nossos ancestrais vai
além do DNA que recebemos deles.
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