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1 — Organizacao espacial do genoma

A organizacdo espacial do genoma é fundamental na coordenacdo da regulacdo do funcionamento
dos genes. (Williams e Flavell, 2008).

Como vimos em trabalhos anteriores, os cromossomas no interior do nicleo ndo ocupam aqui
posi¢des ao acaso mas sim determinadas posi¢des de uns em relac@o a outros pelo menos em certos
tipos celulares.

Por outro lado a activacdo ou silenciamento dos genes cromossomais € frequentemente
acompanhada por uma relocalizacdo de cada locus dentro do ntcleo.

E conhecido que associa¢des intracromossomais e intercromossomais regulam e coordenam a
expressdo de muitos genes.

Por outro lado elementos reguladores distais podem fisicamente interactuar em cis e em trans com
genes que eles controlam e inclusivamente elementos reguladores de um cromossoma podem
também directamente regular a expressao de genes noutros cromossomas (ref.8, 11, 12, citadas em
Williams e Flavell, 2008).

Neste contexto hd uma proteina a CTCF (CCCTC - binding factor) que é uma proteina factor de
transcricdo em “dedo de zinco” (zinc finger) muito versdtil e que possui diversas fungdes
reguladoras mediando interaccoes de gama ampla intracromossomais € intercromossomais,
determinando dessa forma a estrutura tridimensional do genoma.

A CTCF pode interactuar com elementos de “fronteira” em ordem a evitar a “abertura” da
heterocromatina, podendo actuar a CTCF como um activador da transcricio ou um
silenciador da transcri¢cdo, funcionando pois através da organizacdo topoldgica do genoma
tal como se esquematiza seguidamente (Figura 1).
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Gene A A proteina CTCF dobra o
cromossoma, formando uma ansa
que isola o gene A da influéncia
dos genes vizinhos B e C

Gene C
T Cromossoma A
CTCF
A proteina CTCF dobra o

cromossoma aproximando
elementos reguladores distais ou
co-regulando genes, ao
aproxima-los, formando um

A proteina CTCF pode juntar
Cromossoma A os elementos reguladores de
diferentes cromossomas
mediando assim uma
regulagdo intercromossomal.

CTCF

Cromossoma B

Adaptado de Williams e Flavell, 2008



O CTCF pode formar dimeros e mesmo oligomeros podendo levar a formagdo de ansas ou
interac¢des intercromossomais, podendo inclusivamente socorrer-se do recrutamento de outras
proteinas para locais especificos do genoma.

O ndmero de locais nos genomas que podem interactuar com CTCEF € calculado em cerca de 14.000
e 15.000 no ratinho e nos seres humanos (ref. 26, 27 citadas em Williams e Flavell, 2008).

Como referem Branco e Pombo, 2006, apds a mitose, os cromossomas das células dos mamiferos
descondensam-se parcialmente e ocupam territérios distintos dentro do espaco do niicleo.

Nos modelos cldssicos que procuram descrever a topografia dentro do nidcleo dos seus
componentes, nos espacos que separam os diversos territorios cromossomais, ou sejam os dominios
intercromatinicos, ocorreriam variadissimas populacdes moleculares soliveis, ocorrendo apenas
raras interaccdes entre os cromossomas através de ansas cromatinicas que se expandiriam para esses
espagos.

Contudo hoje ha provas (Branco e Pombo, 2006) de ocorrerem significativas misturas sobretudo
nas suas periferias entre diversos cromossomas devidas a movimentos difusivos com inegaveis
reflexos no funcionamento do genoma e na sua estabilidade.

Esse grau de mistura entre pares de cromossomas especificos, parece correlacionado com a
frequéncia de translocacdes cromossomais implicando que as cisdes das duas cadeias de DNA
formadas dentro dessas dreas em que ocorrem misturas dos territdrios cromossomais, participem
Nos rearranjos intercromossomais.

A organizagdo do genoma no interior do nucleo € pois muito complexa e dinamica.

As sequéncias reguladoras do DNA actuando em Cis ou em Trans ndo sdo os Unicos meios para
regular a expressdo dos genes, pois também sdo muito importantes neste contexto, a posi¢ao
genomica dos genes, a localizacdo dentro do nucleo das sequéncias de DNA, e ainda todo um
complexo jogo de interaccdes do genoma com outras particularidades da arquitectura nuclear.
(Schneider Grosschedl, 2007).

A localizagdo espacial de um gene dentro do ntcleo e dentro do cromossoma determina se ele é
expresso ou nao. De uma maneira geral genes localizados na heterocromatina sdo silenciados, genes
na eucromatina sao transcritos (Fig.2).
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Estudos efectuados ao nivel do nicleo de células HeLa, revelaram aglomerados ndo homogéneos de
locais de transcri¢@o (de cerca de 80nm de didmetro) da ordem de cerca de 10.000, dos quais cerca
de 8.000 correspondiam a actividades da RNA polimerase II e a restante a RNA polimerase III
(Pombo et. al. 1999, citados em Schneider Grosschedl, 2007), variando este niimero de locais de
transcricdo consoante as diferentes células.

Foi também possivel verificar que estes locais de transcricio com os complexos de RNA
polimerases e aglomerado de factores de transcri¢do formariam uma “nuvem” com até 20 ansas de
DNA a volta dela, parecendo que a polimerase seria relativamente imével, mas as ansas de DNA
apareciam e desapareciam consoante as fases de transcri¢ao.

Na organizacdo dos cromossomas € conhecido que cada cromossoma ocupa um territério especifico
no nucleo e que nas células dos mamiferos estes ndao tendem a sobrepor-se, ndo sendo por outro
lado os cromossomas homdélogos, adjacentes. As regides ricas em genes dos cromossomas tendem a
encontrar-se mais para o interior do nicleo, enquanto os pobres em genes se situam mais a periferia.

Nos cromossomas as ansas de cromatina “descondensadas” tendem a situar-se nas margens ou
bordas dos territorios cromossomais “misturando-se” um tanto com territérios de cromossomas
vizinhos.

Os territérios cromossomais afiguram uma arquitectura como que esponjosa, o que faz com que os
compartimentos nucleares intercromatinicos sejam muito sinuosos, com algumas ansas de genes

expandindo-se para fora do respectivo territério e misturando-se com territério diferente,

Numerosas modificacdes das histonas s@ao hoje conhecidas estando envolvidas na arquitectura
cromossomal.

2 — Introducao a epigenética nos animais

2.1 — Introducao

A variancia fenotipica nos mamiferos ndo pode ser atribuida aos efeitos de um tnico gene, havendo
outras causas para essa variancia, tais como, efeitos devidos a vdrios genes, influéncias ambientais,
interferéncias (“noise”) e efeitos epigenéticos.

“Os efeitos epigenéticos sdo devidos a modificacdes quimicas do DNA que ndo alteram a sequéncia
nucleotidica deste, mas que alteram a probabilidade da transcri¢dao dos genes.” (Peaston e Whitelaw,
2006)

- O ciclo celular
- O tipo celular, tecido e orgao
O epigenoma varia de acordo com{ - A idade do ser vivo
- A espécie
- Em funcao dos factores ambientais (por ex: nutri¢ao)

A variacdo do epigenoma ¢ frequente nos genomas dos mamiferos.

Tem sido observado em populagdes isogénicas diferentes caracteristicas epigenéticas, sobretudo
quanto mais idosas forem essas populacdes isogénicas ou com estilos de vida mais dispares.

A hereditariedade epigenética através das geracdes estd bem documentada em diversos seres



eucariotas mas as provas existentes nos mamiferos sdo escassas (Peaston e Whitelaw, 2006). Estdao
assinalados casos em que as anormalidades epigenéticas sdo corrigidas nas células germinativas

(ref. Wells, 2005, citado em Peaston e Whitelaw, 2006), ao lado de outros casos (gene AVY e Axinfu
em ratinho), (ref. Rakyan et. al., 2003, citados em Peaston e Whitelaw) que revelam a transmissao
hereditaria da metilacdo dos alelos destes genes, feita através da linha germinativa materna ou
paterna.

Ha também algumas provas (ref. Weaver et. al. 2004, citados em Peaston e Whitelaw, 2006) da
hereditariedade epigenética induzida pelo ambiente condicionar o fenotipo da descendéncia.

Variacoes nos epigenotipos entre individuos geneticamente idénticos parecem associadas com
diferencas nos respectivos fenotipos (Whitelaw e Whitelaw, 2000).

O epigenoma parece ser influenciado pelo meio ambiente envolvente (Whitelaw e Whitelaw, 2006).

O epigenoma revela instabilidade dentro de cada geracdo e de geracdo para geracdo (Whitelaw e
Whitelaw, 2006).

Quando os fenétipos dos genes sao herdados, e surgem fenotipos alternativos de um locus estes sao
designados como epialelos (Jablonka, Eva and Lamb Marion J., 1995).

Os epialelos correspondem pois a marcas epigenéticas dos alelos.

Kermicle cunhou este termo em 1978 para referir diferentes formas epigenéticas que um gene
adquire durante a gametogenese nos machos e fémeas.

Jablonka e Lamb utilizam esta expressdo para referir todas as variantes cromatinicas hereditarias e
ndo apenas as marcas especificas do sexo.

As variantes epialélicas sdo consequéncia de mudangas da cromatina normal que ocorrem durante a
diferenciagdo somatica.

Os epialelos também podem surgir através de processo estocasticos (Ref. Holliday, 1987, citado em
Jablonka e Lamb, 1995).

Teoricamente o nimero de epialelos de um locus é enorme. Num organismo multicelular dipléide o
nimero maximo de epialelos é o nimero de células desse organismo multiplicado por dois (o
nimero de copias de cada gene na célula). E verdade que o nimero actual ou real € muito menor.

Em diferentes organismos individuais com idénticas sequéncias de DNA, o mesmo tipo celular
pode ter diferentes epialelos.

Os diferentes estados epigenéticos estabelecem-se durante as primeiras etapas do desenvolvimento
dos animais e sdo herdados estavelmente durante a vida desses animais, contudo e de uma maneira
geral sdo erosionados de geragdo para geracdo, embora em alguns casos, quando se trata de
epialelos metastdveis, ndo sejam completamente erosionados de uma geracdo para a geracdo ,
originando o fendmeno designado como a transmissao epigenetica transgeracional. (Encyclopedia
of Genetic, Genomics, Proteomics and Bioinformatics — parte 1 Genetics — 1.3. Epigenetics. 2005 —
Jonh Wiley e Sons ).

A medida que a idade dos animais avang¢a aumenta o numero de muta¢des pontuais, assim como
outros erros ocorrem como € o caso do nimero de cépias repetidas no DNA e a quebra dos préprios



cromossomas.

Também a medida que a idade avanca se admite que se altera a regulacdo epigenética.

Repete-se que a epigenetica refere-se a mudangas na expressao genética nao atribuiveis a alteragdes
na sequéncia do respectivo DNA e que podem ser transmitidas durante as divisdes celulares e por
vezes de geracdo em geracao.

As causas envolvidas parecem ser factores envolventes do ambiente ou meio em que se encontram
essas moléculas de DNA, sendo a sua base molecular traduzida em modificacdes do DNA (embora
nao na sua sequéncia nucleotidica) e das proteinas integrando a cromatina que o envolve.

Os estados epigenéticos sao herdados quando as células se dividem, apesar da maioria destes
estados serem dinamicos ao longo do desenvolvimento dos seres pluricelulares e alguns desses
estados epigenéticos transmitem-se de geracdo para geracdo de forma nido Mendeliana (non-
Mendelian Inheritance).

A hereditariedade nao-Mendeliana refere-se a qualquer tipo de hereditariedade em que as
caracteristicas nao sdo segregadas de acordo com as leis de Mendel

Na hereditariedade Mendeliana cada progenitor contribui com um dos dois alelos possiveis de uma
dada caracteristica de acordo com a 1* lei de Mendel ou da segregacao e ainda de acordo com a lei
da variag@o independente (as leis de Mendel).

A maioria dos genes dos eucariotas seguem um desenho de transmissao Mendeliana de geracdo para
geragao.

As modificacOes epigenéticas do DNA e da cromatina regulam o funcionamento do genoma durante
o desenvolvimento dos animais e no seu estado adulto (Reik, et. al., 2003)

Nas linhas de células somadticas, as modificacdes epigeneticas sdo geralmente estdveis sendo
caracteristicas para cada um dos diferentes tipos de tecidos especializados.

Nos embrides em inicio nas suas células germinativas o genoma mamifero sofre reprogramacoes
importantes, sendo as metiltransferases muito importantes neste contexto.

Esta reprogramacgao epigenetica € contudo deficiente nos animais clonados e dai a baixa eficiéncia
destas clonagens.

As modificagcdes epigenéticas podem ser alteradas por factores ambientais que podem desencadear
ainda fendtipos estaveis.

Como ja referimos em trabalhos anteriores e veremos adiante em 3.2 as por¢des ou caudas amino-
terminais das histonas expandem-se a partir do amago central das histonas, sendo por isso mais
facilmente modificaveis (apés a sua traducdo), por modificacdes covalentes e reversiveis, embora
também alguns 4cidos aminados do préprio amago das histonas possa ser modificado também por
covalencia.

As enzimas envolvidas nestas modificagdes das histonas podem ser especificas para um certo tipo
de 4cidos aminados ou especificas para determinadas histonas.



Este conjunto de modificacdes operadas sobre as histonas tem sido postulado como constituindo um
“codigo das histonas” que caracterizaria assim milhares de isoformas das histonas e determinando
consequentemente quais as proteinas que poderiam interactuar com as sequéncias de DNA que se
encontram nas “vizinhangas” dessas regides.

Como vimos em trabalhos anteriores (e veremos oportunamente em 3.1) a metilacdo das citosinas
no DNA altera a estrutura da cromatina local, uma vez que nestas circunstancias a 5 metilcitosina
(5mC) recruta determinado tipo de proteinas como por ex: as desacetilases das histonas.

A consequente modificagdo das histonas por seu turno altera a interaccdo com proteinas envolvidas
na transcri¢cdo podendo também alterar as interac¢des dos nucleossomas com a fibra de cromatina, e
dai a expressao dos genes modificada tal como o respectivo fenétipo.

O cddigo das histonas, em conjunto com as metilacdes do DNA, e os micro RNA de interferéncia
constituem uma assinatura epigenética hereditdvel que pode ser replicada nas células filhas apds a
divisao celular por mecanismos ainda relativamente ignorados, e através de uma hereditariedade
nao Mendeliana e com caracteristicas genéticas metastdveis (Richards, 2006).

Uma vez adquiridas estas marcas epigenéticas que caracterizam por exemplo uma zona de
cromatina silenciada, esta pode ser propagada através de diversos mecanismos, como sucede
quando as citosinas do DNA sdo metiladas na hélice molde (template) e permanecendo nesta as
enzimas metiltransferases, estas metiltransferases apés a passagem da forquilha da replicacdo do
DNA vao restaurar a metilacdo plena nos residuos de citosinas da hélice biosintetizada de novo
tendo como guia a metilacdo na hélice molde. Hd provas experimentais que referem que a
fidelidade da manutencao da metilacdo € da ordem dos 95 — 99% (Ref. 13 e 14 citadas em Richards,
2006).

Também no que se refere a marcagdes nas histonas estio assinaladas estratégias que indicam como
as marcagOes pré-existentes nas histonas guiam a adi¢do de novas marcacgoes. (Richards, 2006).

E o caso das isoformas da Histona H3 que estando metiladas na lisina 9 (marcacio envolvida no
silenciamento da cromatina nessa regiao) recrutam metiltransferases para a lisina 9 dessas histonas
através de proteinas intermedidrias, como € o caso da HP1 (proteina heterocromatina 1) (Ref. 17
citada em Richards, 2006). Este mecanismo vai permitir que nos nucleossomas formados e
assemblados de novo (que se distribuem em conjunto com os nucleossomas parentais nas hélices de
DNA filhas) sejam efectuadas marcacdes apropriadas dessas novas histonas hd medida que a
forquilha da replicacao do DNA avanca.

Estes mecanismos da metilacdo do DNA e da metilacdo das histonas em conjunto explicam como
os estados epigenéticos de silenciamento da transcricao podem ser propagados através das mitoses.

Esta hereditariedade epigenética através das mitoses € responsdvel por diversos fendmenos
epigenéticos todos eles com a caracteristica fundamental de que um unico genotipo pode originar
fendtipos alternativos devido ao estado epigenetico de um ou mais loci dentro do genoma
(Richards, 2006).

Os fendmenos epigenéticos melhor conhecidos referem-se seguidamente e sdo:

- Actividade de transposdes “changes in phase”.
- Variegacao efeito de posi¢ao

- Inactivacdo do cromossoma X

- Paramutacdo



- Imprinting parental
- Silenciamento transgene
- Cancro

No entanto para afectar a hereditariedade nos animais € necessirio que os estados epigenéticos
sejam transmitidos, através da meiose, nas células germinativas, nao sendo portanto suficiente para
esse efeito as mitoses simples.

2.2 — Epigenetica e hereditariedade soft
(Richards, 2006)

A expressdo hereditariedade “soft” proposta por Mayr (Ref. 64 e 65 citadas em Richards, 2006)
referia que” a base genética dos caracteres pode ser modificada quer por indugdo directa pelo
ambiente, quer por uso ou desuso, ou por uma falha intrinsica da constincia, e este genotipo
modificado € entdo transmitido a geragao seguinte” (Ref. 64 aitado em Richards, 2006).

itari S 1Z i itario qu S , eX
A hereditariedade “hard” € caracterizada por material hereditario que permanece constante, excepto
por mutacdo estocastica , ao acaso, e passa de uma geracio para a seguinte.

Um conjunto de provas cada vez mais numerosas aponta para que os estados epigenéticos sao
influenciados pelo seu meio ambiente envolvente como ja referimos.

Temperaturas baixas, agentes mutagénicos, maneio, etc sao exemplos de agentes de modelacdo dos
estados epigenéticos, tal como a influéncia de regimes dietéticos podem estar envolvidos na
alteracdo da metilagdo do DNA nos roedores.

No caso do epialelo AVY no ratinho, a abordar adiante em 4.6.2, os suplementos alimentares como
por ex: o dcido félico e vitamina B12 podem estar envolvidos na metilacdo do DNA do gene Agouti
aumentando esta no elemento IAP acima e suprimindo assim a superexpressao Agouti (Ref.44-46,
citadas em Richards, 2006).

O alelo “Agouti viable yellow” ( Avy) no qual uma particula intracisternal A ou IAP,( é um
retrotransposdo abundante nos genomas mamiferos) estd integrada estavelmenta acima do gene
Agouti, quando esta sequéncia IAP estd desmetilada um promotor dentro dela leva a expressao
ectépica do gene Agouti e o ratinho tem uma pelagem amarela e predisposi¢ao para diabetes mas se
o IAP estd metilado a expressdo Agouti reverte os ratinhos para um fendtipo normal (pelagem
castanha).

Vao no mesmo sentido a formacgao de epialelos mitoticamente estdveis em ratinhos com cuidados
maternais adequados levando a remodelagdo postnascimento do estado epigenético do gene receptor
glucocorticéide no hipocampo (GR) originando um epialelo hipometilado que persiste nos ratinhos
ap6s crescerem. Ratinhas maes que ndo dispensem estes cuidados maternos a sua prole origindo
nesta um epialelo alternativo GR silenciado. (vide adiante 4.6.3)

Os exemplos anteriores revelam que os epigendtipos respondem a factores fisicos, nutricionais e
mesmo comportamentais no seu meio envolvente, e embora estes exemplos nao envolvam
transmissao meidtica, ha publicacdes recentes que assinalam que ratinhas gestantes tratadas com
quimicos que rompam o delicado sistema enddcrino podem originar defeitos na fertilidade dos



machos das geracdes subsequentes (F1 a F4) que se encontram correlacionados com alteragdo da
metilacdo do DNA (Ref. 48, citada em Richards, 2006).

A propensao de “inputs” do meio envolvente originarem alelos epigenéticos alternativos, a
estabilidade e propagacdao mitética dos epilelos, a auséncia ou incompleta erosdo dos epilelos, e a
transmissao meidtica, todos eles podendo recair naquilo que designamos por hereditariedade “soft”
induzem o sentimento de que os epialelos modificados podem ser herdados (Richards, 2006).

Contudo, estas situagdes nos mamiferos ocorrem com pouca frequéncia o que provavelmente sera
consequéncia da erosdo das marcas epigenéticas e da precoce separacdo das células germinativas
das células somdticas o que assegura que as alteragdes epigenéticas nestas células somaticas ndo sao
transmitidas através das células germinativas (Richards, 2006).

No entanto formas pouco severas de hereditariedade Soft podem ser geradas em células
germinativas por epialelos, desencadeados pelo meio envolvente.

2.3 — Hereditariedade de estados epigenéticos através das geracoes
(Rakyan e Beck, 2006)

Em principio, os epialelos ndo devem passar de uma geracdo para a geracdo seguinte, pois O
genoma deve reprogramar as marcas epigeneticas desenvolvidas estocasticamente que interfiram
com o estado totipotente indispensavel para o desenvolvimento inicial do zigoto e embrido.

Com efeito, é sabido que nos mamiferos durante a gametogenese e apds a fertilizacdo do 6vulo
decorre uma reprogramagao dos perfis epigeneticos respectivos.

Pode no entanto suceder que acidentalmente, epialelos ndo sejam reprogramados durante a
gametogénese nos ascendentes e durante a embriogénese inicial gerada, e como tal, passarem e
persistindo essas marcas epigeneticas nas células somaticas do ser resultante (ver figura 3 seguinte).
A probabilidade de passagem do epialelo para a geragcdo seguinte ndo € de 100% (no caso do alelo
AVY se a mde tem o alelo metilado, s6 cerca de 20% da descendéncia terd alelos A vy ndo metilados.

(Ref.12-24 citadas em Rakyan e Beck, 2006), e por vezes o epialelo € reprogramado durante a
gametogenese ou embriogénese.

A hereditariedade epigenética € menos estavel que a hereditariedade baseada na sequéncia do DNA
(genética), e como a hereditariedade epigenética € de natureza probabilistica, os fenétipos com ela
associados parecem pertencer aquela que se engloba na hereditariedade nao Mendeliana como ja
referimos.

Admite-se que para que um estado epigenético seja transmitido a geracdo seguinte sao
provavelmente necessarios, uma combina¢do de metilagdo do DNA, modificacdo das histonas,
possivelmente substituicdo de protaminas nos espermatozdides e proteinas ndo conhecidas
associadas com o DNA, sendo possivel ainda o envolvimento de moléculas de RNA.

Por outro lado, muitos epialelos encontram-se associados com elementos repetitivos do DNA e
como cerca de 40% dos genomas dos mamiferos sdo de elementos deste tipo repetitivo, o potencial

para a formagdo de epialelos € enorme.

Contudo h4 epialelos também associados com sequéncias de copia Unica.
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Os epialelos sao provavelmente produzidos ao longo de toda a vida de todos os animais desde as
fases iniciais do seu desenvolvimento (mesmo antes da segregacao das linhas germinativas)
podendo ndo s6 condicionar o fendtipo de cada ser vivo mas passarem também a geracdo seguinte (

Figura 3)..

Figura 3
Modelo de Marcas Epi-
genéticas Hereditaveis
de Geragdo para Geragao
(adaptado Rakyan e Beck, 2006)
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A marca epigenética na célula germinativa primordial do ascendente pode ser erosionada durante a
reprogramagdo epigenetica conduzida pelo genoma durante a gametogénese, e os gametas maduros
resultantes ndo transportam esta marca genética.(())

Ocasionalmente pode ndo suceder assim e a marca epigenética manter-se nos gametas maduros
resultantes (()). Estas marcas epigeneticas sao transmitidas a descendéncia (2* geragdo), e durante
a formacgdo do blastocisto algumas marcas epigenéticas podem ser erosionadas ( ),ou, pelo
contrério, subsistir influenciando o fenotipo desta descendéncia(O ), sendo a erosdo decorrente
durante esta reprogramagdo muito mais provdvel que a manutencdo das marcas epigeneticas.

2.4 — Autonomia das marcacoes epigenéticas

A transmissdo meidtica dos diferentes estados epigenéticos depende da relacdo entre os estados
epigenéticos e o contexto genotipico em que estdo integrados, havendo que considerar trés classes
de variantes epigenéticas (Richards, 2006).

1* A variante epigenética obrigatdria
2* A variante epigenética facilitada
3* A variante epigenética pura

Na 1%, na variante epigenética obrigatdria, a variacdo epigenética estd completamente dependente da
varia¢do genética, havendo uma correspondéncia estreita entre o epigenotipo e a variacao genética.
Os estados epigenéticos s@o pois determinados pelo genotipo, sendo portanto o epigenotipo um
fendtipo obrigatério dos gendtipos possiveis.

Na 2? classe, na variante epigenética facilitada, o genétipo dirige ou potencia o epigendtipo de uma
forma probabilistica. O gendtipo s6 por si ndo explica o fenotipo.

Na 37 classe, na variante epigenética pura, hd uma separacdo efectiva entre o epigenétipo e o
gendtipo, sendo a variagdo epigenética pura independente da variagdo genética e produzida por
acontecimentos ao acaso que geram epialelos alternativos com baixa frequéncia e
independentemente do gendtipo.

Ha diversos exemplos de cada uma das classes anteriores.
Assim, na variacdo epigenética obrigatéria estdo referidos alelos associados com transposdes em

que a presenga do transposdo esta estreitamente associada com o silenciamento epigenético de uma
sequéncia codificante proxima (Ref. 28 e 29. citadas em Richards, 2006).

Na variacdo epigenética facilitada sdo exemplo os epialelos do ratinho Agouti amarelo vidvel (AVY)
e Alapy.

A variagdo genética na forma de um transpos@o (uma particula A intracisternal (IAP) retroelemento)
inserida acima da sequéncia codificadora Agouti origina a superexpressio do gene Agouti,

dependendo do estado epigenético do elemento IAP.

Na auséncia de transposdo ndo h4 variacao epigenética do locus Agouti.



Na 3* classe, na variacdo epigenética pura desencadeada por acontecimentos ao acaso (stochastic),
incluem-se erros ocasionais na propagacao de estados genéticos silenciados apds a replicagdo do
DNA, como por exemplo: epigendtipos divergentes durante o envelhecimento de genes
monozigotos humanos (Ref. 35 citada em Richards, 2006), ou a formacao de epialelos aberrantes
supressores de tumores frequentemente observados em cancros em seres humanos (Ref. 36, citado
em Richards, 2006), em consequéncia de uma redistribuicdo de metilacao de citosinas.

2.5 - Resumo das modificacoes quimicas do DNA que nao alteram a sua
sequéncia nucleotidica

Modifica¢des quimicas do DNA que Modificagao Por metilacdo
ndo alteram a sua sequéncia nucleotidica covalente das citosinas do
(Peaston e Whitelaw, 2006) do DNA DNA em contextos
simétricos e assimétricos
Modificacdo das Histonas
Proteinas que
Se ligam ao DNA

Alteram a acessibilidade do DNA pelos complexos de transcri¢dao
Consequéncias <

Afectam a complexa estrutura da cromatina

Os estados epigenéticos ao nivel dos loci cromossomais sdo reversiveis e mudangas do estado
epigenético ocorrem regularmente durante o desenvolvimento das células a medida que ocorre a sua
diferenciagdo, e dependem ainda da idade dos animais adultos (Ref. Bennett — Baker et. al., 2003,
citados em Peaston e Whitelaw, 2006).

As modificagdes epigenéticas (epigendtipo) do DNA sdo mitoticamente hereditarias havendo
também provas da sua transmissdo transgeracional através da meiose.

No entanto a extensdo em que o epigendtipo contribui para a variagdo do fenétipo € um assunto
muito controverso, pois a reprogramagao epigenetica ¢ fundamental nas primeiras fases da
embriogénese dos mamiferos e a alteracdo da reprogramacdo epigenética normal tem graves
implicacdes no desenvolvimento dos embrides (Ref. Li, 2002, citado em Peaston e Whitelaw,
2006).

3 — Diferentes mecanismos biolégicos que interferem com a
“maquinaria’ epigenética




3.1 — Metilacdo do DNA

3.2 — Modificacao das histonas

3.3 — Estrutura da cromatina, diversidade funcional das variante histonas

e ocupacio pelos nucleossomas

3.4 — Proteinas dos grupos Polycomb e Trithorax na regulaciao da
expressao de genes

3.5 — nc RNA na regulacio dos genes

3.1 — Metilacao do DNA

A melhor conhecida marca epigenética refere-se a metilacdo do DNA. A metilagdo do DNA ou seja
a adi¢do covalente de um grupo metilo a posicdo 5 da citosina origina a metilcitosina que se
encontra quase exclusivamente nos genomas mamiferos nos dinucleétidos Cp G e numa
percentagem de 2 a 5% sobretudo nas regides 5’ reguladoras dos genes (Ref. 1, citada em
Application note: applied Biosystens).

Os dinucledtidos Cp G nos genomas encontram-se ou formando “clusters” de grandes sequéncias
repetidas,ou em curtas zonas do DNA ricas em Cp G formando neste caso ilhas Cp G.

A metilagdo do DNA € mantida pela metiltransferase DNMT 1 que reconhece especificamente o
DNA semi-metilado e depois vai metilar a outra hélice do DNA.

A metilacdo do DNA interactua com outras marcagdes ocorridas ao nivel das histonas.

No entanto ocorrem mecanismos separados para a transmissao hereditdria do DNA metilado e das
histonas modificadas.

No caso da transmissdo hereditaria das histomas modificadas os nucleossomas, durante a
replicacdo, ndo sao distribuidos de uma forma semi-conservativa.

A metilacdo da citosina nos “locais” Cp G da sequéncia do DNA, sobretudo nas regides ricas em Cp
G constituindo as ilhas Cp G, estd bem assinalada sobretudo nas regides promotoras dos genes.

A auséncia de metilacio do DNA proporciona uma cromatina com estrutura aberta facilitadora do
inicio da transcricao.

A metilagdo do DNA regula por seu lado a transcri¢ao dos genes, inclusivamente silenciando genes
repetitivos que parecem ser importantes para manter a estabilidade do genoma dos mamiferos.

A metilacdo do DNA através da 5 — metilcitosina, ¢ uma modificacdo epigenética que regula a
estrutura da cromatina, o “imprinting” genomico, a inactivacao do cromossoma X, a transcri¢ao, € o

silenciamento de retrotransposoes.

Esta metilacdo € efectuada por metiltransferases do DNA, e € depois lida e interpretada por
proteinas que se ligam as metil-Cp G.

Com efeito, as DNA metiltransferases interactuam por seu turno com outras proteinas que reprimem



a transcri¢do e modificam a estrutura da cromatina.

Nas metiltransferases sdo conhecidas as familias DNMT 1, DNMT 2, e DNMT 3 e nas proteinas
que se ligam as metil- Cp G sdo conhecidas as MeCP2,MBD 1, MBD2, MBD3, e MBD4.

Recorda-se no entanto que no DNA ocorrem ilhas de CpG metiladas e nao metiladas.

Os estados metilados ou ndo metilados das ilhotas Cp G sdo copiados do DNA parental para o DNA
filial e funcionam como uma memdria celular. (Usnijima et. al., 2003).

Contudo o estado metilado ou ndo metilado das ilhotas CpG € herdado, sendo o estado metilado
mantido quando da replicacio do DNA através da accdo de uma metilase ou seja uma
metiltransferase I do DNA, localizada nas forquilhas da replicacdo e que metilam os locais CpG
hemimetilados, em locais CpG completamente metilados (Ref. Hsu et. al., 1999 citados em
Ushijima et. al., 2003).

O estado nao metilado de uma ilhota CpG ¢é herdado ndo sendo metilado quando da replicacdo do
DNA ou em qualquer outra ocasiao.

Os locais CpG ndo metilados geralmente aglomeram-se em cluster para formar ilhas (CGI) e a
maioria destas CGI sdo mantidas ndo metiladas.

Contudo estdo descritas situagdes em que ocorre metilagdio de CGI em regides promotoras
originando o silenciamento da transcri¢do dos genes que se situam abaixo (downstream) ao alterar
as estruturas da cromatina e ao bloquear o inicio da transcricao.

Hé um nimero limitado de ilhas CGI que podem ser normalmente metiladas.

Os locais CpG fora das ilhas CGI sobretudo aquelas em sequéncias repetitivas sdo normalmente
metiladas (Ref. Bird, 2002, citados em Ushijima, 2003).

As ilhas CGI fora das regides promotoras sdo mais frequentemente metiladas do que as que se
encontram nas regioes promotoras. A metilacdo das CGI nas regides promotoras leva quase sempre
ao silenciamento da transcri¢do o que ndo sucede quando isso ocorre fora das regides promotoras.

Em muitos genes, as respectivas regides promotoras sdo ricas em CpG. e susceptiveis a metilacdo
do DNA (Oommen, et. al., 2005),

Repete-se que a citosina destes dinucledtidos, através do seu carbono 5, é alvo da metilacdo por
metiltransferases do DNA (DNMT), das quais se conhecem as DNMT1, DNMT2a, DNMT3b e
DNMT3L.

Consoante os tecidos, e os tipos celulares cerca de 3 — 4% de todas as citosinas do DNA dos
vertebrados encontram-se metiladas, e nos dinucle6tidos CpG cerca de 70% das citosinas
encontram-se metiladas.

A metilagdo das citosinas no DNA € uma caracteristica hereditdria, embora sejam conhecidos in
vivo mecanismos para a remog¢ao dessa metilagdo, quer através de sistemas enzimaticos adequados,
quer através da replicac@o se porventura a metilacdo ndo é mantida durante esta etapa.



O dador para o DNMT de grupos metilo € a S-adenosilmetionina como se esquematiza
seguidamente.

5,10 — metilenetetrahidrofolato
Metilenetetrahidrofolato reductase

5 — metiltetrahidrofolato

‘CHomocisteina
Metionina
+ (metionina —adenosil- transferase)
Adenosina

S- adenosilmetionina

O folato, colina e metionina, sdo fontes de grupos metilo, enquanto as vitaminas B6, B12,
riboflavina e zinco sdo coenzimas e cofactores do metabolismo dos grupos metilo.

O grupo metilo da metilcitosina acaba por se situar na ansa ou depressdo maior (major groove) do
DNA inibindo a transcricao e interferindo com as proteinas envolvidas nessa transcricdo, acabando
por afectar modificacdes nas histonas e a compactacdo da cromatina. (Dolinoy et. al., 2007)

A condensacdo da cromatina e a organizacdo do nucleo sobretudo ao nivel dos locais da
heterocromatina constitutiva envolve a metilacdo do DNA, que compactando a estrutura da
cromatina silencia a expressao dos genes nela contidos.

O impacto da metilacio do DNA sobre a modificacdo das histonas nas células dos mamiferos nao
estd bem estabelecido.

No entanto estd assinalado que a ablacdo da DNA metiltransferase DNMT1 origina uma redugdo da
metilacdo do DNA sobretudo em regides com sequéncias repetitivas o que parece ser consequéncia
da deplecc¢do de di (H3K9 me2) e trimetilacdo (H3K9 me3) nas histonas H3K9 e de um aumento da
acetilacao H3K9 (H3K?9 ac;Ref. Espada et. al., 2004 citados em Gilbert et. al., 2007).

Cerca de metade de todos os genes t€ém ilhas CpG envolvendo o local do promotor e o local de
inicio da transcri¢do (Strathdee et. al., 2008).

Normalmente, em todos os tecidos e independentemente do nivel de expressdo de cada gene
associado, a maioria destas ilhas CpG associadas ao respectivo promotor nao estdo metiladas.

Para que ocorra o desenvolvimento normal desses tecidos com os respectivos figurinos de
transcricdo € necessario que se desenvolva um desenho apropriado de metilacdo desse DNA.

Tem sido observado em situagdes de cancro metilagcdes aberrantes dessas ilhas CpG com o
silenciamento dos genes que lhes correspondem.



3.2 — Modificacao das histonas
(Spivakov e Fisher, 2007)

As moléculas das histonas, sobretudo nas suas extremidades aminadas podem sofrer diversas
modificagdes tais como metilacOes, acetilagdes, fosforilagcdes, ubiquitinagdes, sumoilacdes,
citrulinacdes e ADP ribosilagdes, sendo alguns tipos dessas modificacdes covalentes reversiveis,
como € o caso das acetilagdes das lisinas. No entanto outras modificagdes podem subsistir como € o
caso da substituicao das histonas por variantes alternativas dessas histonas.

As modifica¢des das histonas estdo correlacgionadas com porgdes de cromatina activas, inactivas,
ou em equilibrio bivalente podendo pender para activacao ou para inactivacao.

Algumas modificagdes das histonas estdo também correlaccionadas, com determinados processos
celulares, inclusive mitose, meiose e reparagdo do DNA.

Algumas modificagdes das histomas sdo susceptiveis de desencadear interac¢des com proteinas
especificas como se refere seguidamente:

- A histona H3 com a lisina 9 metilada interactua com a proteina HP1

- A H3 com lisina 27 metilada interactua com a proteina PRC1

- As acetilagdes de varios dcidos aminados das histonas tém um papel sobre as estruturas
tornando as histonas mais acessiveis a diversos factores de transcri¢ao.

As modificagdes das histonas tendem a ser perdidas durante a duplicacdo dos cromossomas (Thon,
2008), tendendo as marcas nucleossomais a ‘“diluirem-se” durante essa duplicacdo dos
cromossomas, enquanto os nucleossomas formados de novo siao depositados no DNA replicado de
novo.

Algumas variantes das histonas, condicionam o assembly ou montagem dos nucleossomas e a
hereditariedade epigenética (Henikoff et. al., 2004).

Diferentes variantes das histonas t€m sido encontradas distinguindo estados alternativos da
cromatina ao nivel dos centromeros, ou associados com cromossomas X inactivos nos mamiferos
ou em loci activos transcripticionalmente.

Durante a replicac@o as histonas velhas ou parentais sdo distribuidas um tanto ao acaso entre as
moléculas de DNA e os espagos vazios sdo preenchidos com histonas recém sintetizadas nao
modificadas, o que leva a uma dilui¢ao das marcagdes nas cromatinas.

No entanto, tem sido sugerido que as marcacdes na cromatina de novo sintetizada podem ser
restabelecidas como nas velhas através do recrutamento de modificadores adequados para esses
locais a reconstruir.

A manuten¢do das modificagdes ocorridas nas histonas, apds a replicacdo de cada molécula de
DNA, ¢ ainda mal conhecida (Feng et. al., 2006), embora se saiba que certas estruturas cromatinicas
silenciadas se transmitem através das divisdes celulares ocorridas na auséncia de um sinal
responsavel por isso (Ref. 15 e 10, citado em Feng et. al., 2006).

A metilagdo do DNA propaga-se epigeneticamente ocorrendo nos mamiferos nas citosinas dos



deoxinucledtidos, inibindo a transcri¢do por duas vias, ou evitando a ligacdo de factores de
transcricdo a esse DNA e / ou entdo interactuando com proteinas especificas que por seu turno
recrutam factores que modificam as histonas e remodelam a cromatina.

Também as actividades de pequenos RNA interferentes (siRNAs) t€ém propriedades epigenéticas e
constituem um outro regulador epigenético além da metilacio do DNA e modificacdes das histonas
que referimos anteriormente.

Todas estas marcas epigenéticas sd@o propagadas (copiadas) na fase S do ciclo celular, podendo essa
informacao epigenética ser transmitida através da série de divisdes celulares.

Com efeito apesar da quasi totalidade das células somdticas de animais possuirem idéntica
informacao genética, os perfis de expressdo desses genes difere consoante o tipo celular sendo esses
perfis determinados pela informacdo epigenética residente na cromatina sobretudo através das
histonas modificadas e suas variantes e de diversos factores tais como as proteinas HP1 e proteinas
do grupo Polycomb que organizam a cromatina em estruturas de ordem superior (Nakatani et. al.,
2006).

Em cada regido heterocromatica diferentes combinagdes de diversos factores atraiem para essas
regides sistemas enzimdaticos com capacidade para modificar as histonas. Um desses factores que
actua na regido centromérica dos cromossomas € o RNA i (Thon, 2008).

Como temos vindo a referir as histonas sao passiveis de diversas modificacdes covalentes apds a
sua traducao participando por essa forma na regulagdo de transcrigdo.

Os dominios da cromatina activa e inactiva podem ser caracterizados pela presenca de modificagcdes
especificas das histomas ocorridas apos a sua traducao.

As principais modificacdes em alguns dcidos aminados das histonas referem-se seguidamente.

- Metilagdes nas argininas ( R ) ou lisinas ( K)

- Fosfatacdes nas serinas e lisinas

- Acetilagdo das lisinas

- Sumoilagdes e ubiquitinacdes das lisinas e ADP ribosilacao

As histonas podem ser metiladas nas argininas ou lisinas, fosforiladas nas serinas e lisinas,
acetiladas nas lisinas, sumoiladas e ubiquilinadas nas lisinas € ADP- ribosiladas.

O ndmero de grupos metilo adicionada a cada lisina ou arginina pode variar.

As lisinas podem ser mono -, di — ou trimetiladas, as argininas podem ser monometiladas e,
simetricamente ou assimetricamente dimetiladas, e consequentemente influenciar diferentemente o
estado de transcri¢ao (Ref. Schneider, et. al., 2004, citados em Schneider e Grosschedl, 2007).

Todas estas modificacdes covalentes das histonas condicionam a estrutura da cromatina, que pode
depois ser lida por diferentes proteinas em consonancia com as modifica¢des operadas, constituindo
aquilo que alguns autores denominam o “cédigo das histonas”.

A acetilacdo das histonas é reversivel com a intervencdo de enzimas adequadas, mas a metilacao das
lisinas € muito estavel, embora recentemente tenha sido assinalada a existéncia de desmetilases da
lisina (Ref. Shi, et. al., 2004 citados em Schneider e Grosschedl, 2007).



A cromatina activa é geralmente rica em histonas acetiladas H3, H4, H2A, e histona H3 na lisina 4
(H3/K4).

H3/K4 di e trimetilada e H3 acetilada estdo correlacionadas com cromatina aberta (The Encode
Project Consortium, 2007).

A Cromatina inactiva € geralmente caracterizada por uma hipoacetilacdo e metilacdo da histona H3
Lisina 9(H3/K9).

Esta metilacdo H3/K9 parece ser uma marca caracteristica da heterocromatina e € reconhecida esta
“marca” pela HP1 (heterocromatina protein 1) uma componente estrutural da cromatina condensada
e com a qual interactua tal como com a enzima que metila H3/K9 o que vai permitir que a
heterocromatina se expanda ao longo de grandes regides cromossomais até que surja um
impedimento por um elemento adequado do cromossoma.

Detalhando um pouco mais refere-se que as regides da cromatina activamente transcritas sao ricas
em H3/K4 mono-, di- ou trimetilada, em H3/K36 trimetilada e H3/K9, H3/K27 e H4/K20
monometiladas, sendo a distribuicdo destas marcas ao longo das regides dos genes transcritos,
desigual, com a extremidade 5’deste enriquecida em H3/K4 trimetilada enquanto a extremidade 3’ é
rica em H3/K36 metilada.

A repressao da transcri¢do revela as marcas H3/K9, H3/K27 e H3/K79 trimetiladas.

Os promotores activos e enhancers estao associados com H3/K4 metiladas e H3/K9 monometiladas.
No caso dos promotores activos podem estar ligados com a presencga de outras marcas como por ex
H3/K36 metiladas, a juzante da regido transcrita do gene (ver Quadros 1 ,2,2Ae 3).

Quadro 1
-Algumas caracteristicas das histonas de certas regides dos genomas
(Barski et. al., 2007)

Reduzida ocupacdo com nucleossomas

Regides promotoras de genes activos <
Elevada acetilacdo das histonas

‘Altos niveis de H3 K4 mel

Locais em redor do local do inicio da H3 K4 me2
transcricdo de genes estruturais activos H3 K4 me3
Extremidades 3’ dos genes estruturais H3 K36 me3

Repressdo de genes @3 K27 metilacdo



H3 acetilagao
Enhancers funcionais

H3 K4 me 1

Em dominios genémicos bivalentes podem < H3 K4 me3
encontrar-se marcas opostas como H3 K27 me3

Formacao de heterocromatina e silenciamento dos genes <H3 K9 metilacao

Quadro2
- Desenho das modifica¢des por metilacao das histonas em diversas situagdes.
As histonas sobretudo nas suas caudas N-terminais sdo sujeitas a diversas modifica¢des apds a sua
traducgdo. (Barki et. al., 2007)

- Na activacdo de genes

H3 K27
Monometilagdo das / H3 K9
H4 K20
H3 K79
H2B K9

- Na repressao dos genes

H3 K27
Trimetilacdo { H3 K9
H3 K79

- Relacionadas com elementos reguladores funcionais

H2A.2

- Marcas nas fronteiras dos dominios de histonas metiladas

CTCF

- Os desenhos das bandas dos cromossomas
Estdo correlacionados com modificacdes tinicas das histonas




- As cisdes nos cromossomas
Residem normalmente em regides de cromatina associadas com metilagdo das H3 K4

Ao contrério da acetilacdo das histonas, a metilacao das lisinas é muito estdvel, embora em 2004
(Shi et. al., citados em Schneider e Grosschedl, 2007), tenham descoberto a existéncia de
desmetilases.

Quadro 2 A

Cromatina activa— rica en] H3
H4 | acetiladas
H2A
H3 metilado na lisina 4 (H3/K4)

Cromatina aberta H3/K4 di — e trimetilada
H3 acetilada

Cromativa inactiva ,/ Hipoacetilagdo de histonas
Metilacao da H3 Lys 9 (H3 /K9)

Quadro3 ( No final do texto)

3.2.1 — Biotinilacao das histonas
(Oommen et. al., 2005)

Nas histonas hd que considerar um dominio C- terminal globular e uma cauda N- terminal flexivel,
projectando-se esta dltima a partir da superficie dos nucleossomas, encontrando-se nessa cauda N-
terminal flexivel, lisinas, argininas, serinas e glutamatos passiveis de apds a sua respectiva traducao
ser acetilados, metilados, fosfatados, ubiquitinados, poli (ADP-ribosilados), sumoilados e
biotinilados.

Esta udltima modificacdo das histonas a biotinilagdo ocorre nos residuos lisina (K) estando
identificados em histonas humanas biotinilacdo em K9 e K13 nas histonas H2A, K4, K9 e K18 em
histonas H3 e K8 e K12 em histonas H 4.

Esta biotinilagdo € feita pela biotinidase (Ref. 9 citada em Oommen et. al., 2005) e holocarboxilase
sintetase (Ref.10 citada em Oommen,2005) contribuindo para o silenciamento de genes,
proliferacao celular e reparacdo do DNA ou apoptose (Ref. 11 citada em Oommen, 2005).

Cisodes na ultima cadeia de DNA diminuem a biotinilagdo das histonas (Ref. 12 citada em Oommen
et. al., 2005). A formagdo de dimeros de timina no DNA aumenta a biotinilagdo das histonas (Ref.
13 — citada em Oommen, 2005).
3.2.2 — Poli (ADP-ribosilacao) das histonas
(Oommen, 2005)

Na repara¢do do DNA e na apoptose a modificagdo covalente de proteinas que se ligam ao DNA




tem um papel muito importante.

Para reparacgdo das cisoes das duplas cadeias de DNA, uma Poli (ADP- ribose) polimerase (PARP)
liga-se com esse DNA préximo dos locais onde este foi quebrado, o que desencadeia a activagcao
dessa polimerase, que vai promover a ligacdo covalente de cadeias lineares e ramificadas de poli
(ADP - ribose) sobre a propria polimerase e sobre outras proteinas com que interactua (Ref. 14,
citada em Gommen, 2005), como pode ser o caso de histonas H2A e H2B.

As cadeias de Poli (ADP-ribose) podem conter mais de 200 residuos de ADP-ribose (Ref. 14 citada
em Oommen, 2005).

Esta ribosilagdo das proteinas pode ser reversivel por ex: pela poli (ADP-ribose) glicohidrolase
(Ref. 14 idem) sendo a semi-vida das poli (ADP-ribose) em resposta a alteragdes do DNA de menos
de 1 minuto (Ref. 16 citada em Oommen, 2005).

A enzima PARP € importante para a reparacao do DNA, recombinagdo, apoptose e estabilidade
genomica (Ref. 14, 16 citadas em Oommen, 2005).

Esta enzima utiliza NAD para produzir as cadeias de Poli (ADP-ribose) sendo esse NAD nos
mamiferos biosintetizado a partir da niacina ou do triptofano (Ref. 17 e 18, citadas em Oommen,
2005).

3.3 — Estrutura da cromatina , diversidade funcional das variantes de histonas e

ocupacao pelos nucleossomas
(Pusarla e Bhargava, 2005)
Dominios de cromatina compacta podem encontrar-se em alguns locais da heterocromatina (C-
bandas) e na eucromatina (G-bandas).
A cromatina aberta normalmente € rica em regides de genes, mas alguns desses genes podem ser
inactivos. (Gilbert et al., 2004).

Nas fibras de cromatina compacta em regdes de baixa densidade em genes podem no entanto
encontrar-se genes activos.

As macromoléculas citopldsmicas encontram-se estabilizadas electroestaticamente pelas suas
atmosferas idnicas e estes gradientes electroquimicos sao muito varidveis, de local para local, e
influenciados pelos fluxos de ides através do citoplasma desencadeados pelas reacgdes celulares
bioquimicas e pelos estimulos extracelulares (Spitzer ¢ Poolman, 2005). E bem provavel que o
mesmo suceda no interior dos nucleos das células eucariotas

Com baixas concentracdes de sais os conjuntos de nucleossomas podem formar fibras de 10nm
que sofrem uma modificac@o para 30nm se se aumentar a concentracao de sais.

Estes conjuntos de situagdes influenciam notavelmente o funcionamento do DNA.
Os trés mecanismos reconhecidos como modificadores da estrutura cromatina, sio 0s mecanismos
remodeladores da cromatina e dependentes de ATP, a modifica¢do covalente das histonas e a

incorporagdo de variantes das histonas.

As variantes das histonas(com consequéncias diferentes), interferem em diversos processos
metabdlicos do DNA, tais como a transcri¢ao, a replicagdo e a reparacao do DNA.

As variantes das histonas mais estudadas sdo a H3.1, H3.2, H3.3, CenH3s, H2A.2, ganna H2.A,



Macro H2A, H2A.Bbd, variante H1, e variantes especificas do testis.

Quadro 4- Variantes das chamadas histonas canénicas

Histona

Variante nos mamiferos

H3.1 --—--

Funcao associada

--Subtipos da fase S

H3.2
H3.3

do ciclo celular

Cenp — A -----—---—-

--------- H2A-2 -

Regides activas para transcri¢ao

——————————————— Nucleossomas centroméricos

Diversas fun¢des: Manutencao
da heterocromatina pericent e
telomérica, activacdo da trans-
cricdo e viabilidade.

H2A X----

Macro H2A

H2A. Bbd-----------

“sex body” nos mamiferos.
Local de cisao da dupla

hélice de DNA. Condensagao

e silenciamento de cromossomas
do sexo masculino.

————————————— Inactivagdo do cromossoma X,

interfere com o factor de transcri¢ao
que se liga, e com o remodelante
SWI/ SNE.

——————— Espaco fechado dos nucleossomas

Mudancgas minimas na sequéncia primaria das histonas conservadas sao decisivas para a
regulacdo da estrutura da cromatina e para a expressao dos genes.

Também as variantes das histonas estao implicadas na demarcacgdo das regides funcionais da
cromatina como se refere no quadro 4 anterior (Pusarla e Bhargava, 2005).

Estdo referidas diversas variantes das chamadas histonas canénicas que referimos no quadro 4

anterior.

Nao sao conhecidas variantes da H4, sendo no entanto conhecidas algumas variantes da H2B e H1

que desempenham papeis importantes na espermatogénese.

As variantes das histonas H3 A e H2 A ndo sdo formas nio alélicas das principais histonas, sendo
codificadas (em genes localizados fora do cluster de genes canénicos das histonas) como simples
cOpias e com intrdes ao contrdrio dos genes candnicos das histonas.

3.4 — Proteinas dos grupos Polycomb e Trithorax na regulacao da expressao de

€nes

(Schuettengruber et. al. 2007)




As proteinas do grupo Polycomb (PcG) e do grupo Trithorax (trxG) sao reguladores criticos de
numerosos genes envolvidos no desenvolvimento dos animais, no controlo do ciclo celular, na
polimerizacao da actina, na senescéncia celular, na inactivagdo do cromossoma X, no imprinting
genomico e na hematopoiese (ref. 44, 45, 46, 47, 48, 49, e 50 citadas em Rajasekhar e Begemann,
2007).

Estas proteinas PcG e trxG silenciam ou activam a expressao de diversos genes quando interactuam
com regiodes especificas do DNA e dirigem a modifica¢c@o post traducao das histonas.

As proteinas PcG regulam, ao nivel dos genes alvo a organizacao nuclear e o silenciamento da
expressao de genes por essas proteinas, envolvendo também nc RNA e RNA 1.

Os elementos de DNA que respondem as proteinas PcG e TrxG ou sejam os elementos PRE e TRE
respectivamente, medeiam a transmissao epigenetica hereditaria de estados da cromatina activados
ou reprimidos ao longo do desenvolvimento.

As proteinas PcG e trxG estao implicadas como ja referimos na proliferacao celular, identificacao
de células estaminais e cancros, imprinting gendmico e inactiva¢do do cromossoma X.

Algumas destas proteinas PcG e trxG tém actividade de metiltransferases actuando sobre lisinas nas
histonas H3, enquanto outras proteinas PcG e trxG interpretam estas marcacdes sobre as histonas.

As proteinas PcG e trxG formam diferentes classes de complexos para alvejar os alvos
cromatinicos, com caracteristicas diversas consoante os tipos de complexos formados.

Os complexos repressivos proteicos Polycomb (PcG) s@o compostos por dois outros complexos
multimeros distintos o PCR1 e PCR2.

No complexo PCR1 existem diferentes subunidades tais como as BM1/MEL18, e outras; no
complexo PCR2 as subunidades E2H2, SUZ12 e Eed.

Os componentes destes complexos PCR1 e PCR2 contém actividades modificadoras das histonas
como por exemplo a ubiquitinacdo da lisina 119 da histona H2A (H2A K119 ub), e a trimetilacdo da
lisina 27 da histona H3 (H3 K27 me3). Mais, a PRC2 também activa a lisina 26 da histona H1.

Em geral a repressdo da transcri¢c@o pelas PcG € iniciada pela PRC2 que inibe o inicio da
transcricdo, enquanto a PRC1 mantem estas condicdes repressivas (vide figura 4 seguinte).

Figura 4 ( Ver no final do Texto)

Legenda:

A interac¢do inicial de alguns factores com o DNA facilita o recrutamento do complexo PRC2 que

com a sua subunidade E2H2 forma uma trimetilagao na H3 K27 (H3K27 me 3) que serve como um
sinal para o recrutamento do complexo PRC1. Este por seu turno interactua com outros factores que
se ligam ao DNA e PRC2.

Assim a monoubiquitinagdo da H2A € realizada pela subunidade RING da PRCI.



A PRC2 e PRC1 induzem a compactagdo da cromatina, a primeira iniciando a repressao da
transcri¢do e a segunda mantendo-a.

Como perduram as memorias celulares de célula para célula em geragdes sucessivas € por hora um
mistério.

Assim ndo se conhece, por exemplo, como as memorias devidas ds proteinas PcG e Tr x G (que
trabalham para manter reprimidas ou activadas as transcri¢des de genes importantes no
desenvolvimento ) sobrevivem nas células, a replicacdo do DNA e a mitose.

O facto de se saber que proteinas do grupo PcG e Tr x G possuem actividades enziméticas,
metilando ou ubiquinando histonas especificas, parece levar a aceitar que provavelmente as marcas
epigenéticas propagam a memdria transcriptional de geracdo em geracao celular, o que constitui
hoje quasi um dogma, havendo estudos que indicam que também RNA ndo codificante entram neste
jogo da memoria transcriptional (Ringrose e Paro, 2007).

Como temos vindo a referir ao longo do desenvolvimento dos seres vivos multicelulares, as
diferentes células e tecidos adquirem diferentes programas de expressao dos genes, cada tipo de
célula com a sua prépria assinatura epigenética.

Para a maioria dos tipos celulares, estas marcas epigenéticas mantém-se fixadas uma vez
diferenciadas essas células ou quando saiem do seu ciclo celular.

Contudo durante o desenvolvimento normal ou em situa¢des patoldgicas, algumas células podem
ser reprogramadas através da remog¢ao no nicleo de marcas epigenéticas e sua substitui¢ao por
outros tipos de marcas epigenéticas.

Estas proteinas Polycomb e Trithorax sdo reguladores epigenéticos importantes na regulacdo dos
genes homeoticos importantes nos primeiros desenvolvimentos embridnicos (eixo anterior -
posterior e identidade de segmentos, (H Ref. Homeotic gene- Wikipedia) e na diferenciacdo celular
controlando centenas de factores de transcri¢do e proteinas sinalizantes e morfogénios.

As proteinas Polycomb (PcG) sdo pois silenciadoras através da modificacdo das histonas sendo
contrabalancadas pelas proteinas Trithorax com uma acc¢ado antagénica.

Talvez como referimos as proteinas PcG sdo recrutadas para a cromatina através de sequéncias de

DNA (elementos de resposta polycomb ou PRE) que se encontram na vizinhanga dos genes alvo
PcG.

3.5 — nc RNA na regulacio dos genes

Um grande niimero de ncRNA sio transcritos nas células eucariotas estando envolvidos na
proliferacao, diferenciacao e desenvolvimento, funcionando como reguladores da expressao dos
genes a diversos niveis, inclusive na modifica¢do da cromatina, na transcri¢ao, na modificacao do



RNA, splicing, estabilidade e traducdo.

Ambos os siRNA e miRNA regulam a expressao dos genes, através da interferéncia (Correia e
Correia, REDVET).

Moléculas de RNA como sinais reguladores de célula para célula nos animais?
(Dinger et. al., 2008)

Ha sugestdes baseadas em diversas evidéncias (Dinger et. al. 2008) de que moléculas de RNA
podem funcionar como moléculas sinalizantes extracelulares que complementariam as sinalizag¢des
enddcrinas e pardcrinas desencadeadas por pequenas moléculas e proteinas.

Admite-se que essas moléculas de RNA poderdo ter um papel central na ontogenia multicelular na
homeostase e na memoria épigenetica transmitida (Dinger et. al. 2008).

“Contudo nao hd por ora evidéncia directa de que RNA sistémico sinalizante ocorra nos mamiferos
nem que redes de RNA extracelular sinalizante participem nos processos fisiolégicos
normais”’(Dinger et. al. 2008).

Além do modelo de sinalizac¢do intracelular atribuido as moléculas de RNA admite-se que também
elas sejam sinalizantes extracelulares utilizando infraestruturas genéricas para o seu transporte
envolvendo receptores de superficie celular e vesiculas transportadoras que podem transmitir
diferentes moléculas de RNA independentemente da sua sequéncia precisa (Dinger et. al. 2008).

Seriam assim transmitidas uma soma de RNA sinais para outras células ( vide Figura 5 ).

Ha evidéncias de que moléculas de RNA podem funcionar como sinais extracelulares nas plantas e
também nos animais. Moléculas de RNA extracelular encontram-se e circulam no sistema vascular
dos mamiferos (Ref. Tsang e Le 2007, citados em Dinger et. al., 2008) e mRNA fetal tem sido
encontrado no sangue de mulheres gravidas (Ref. Lo, 2005, citados em Dinger et. al. 2008). Haveria
pois uma sinaliza¢do por RNA, sistémica, nos animais.

No transporte de RNA através das membranas celulares ¢ conhecido que a membrana fosfolipidica
nas células eucariotas é uma forte barreira a difusdo passiva de 4cidos nucleicos, o que implica a
necessidade de vias para a importacdo do RNA a partir de outras células e do meio extracelular.

E conhecido que moléculas de RNA penetram em células mamiferas em cultura, por processos
naturais, inclusive por contacto directo célula a célula, através de receptores membranarios e canais
(Ref. Valiunas et. Al. , 2005 citados em Dinger et. al. 2008).

As moléculas de nc RNA regulam a arquitectura da cromatina (Ref. Rinn et. al. 2007, Dinger et. al.
2008). O trafego extracelular dessas moléculas de ncRNA podem transmitir modificagdes
epigenéticas hereditdveis, para células recipientes, e estes sinais extracelulares podem eles proprios
ser potencialmente herdados através das geracdes, quer nas plantas quer nos animais (Dinger et. al.
2008).

O RNA sinalizante pode também ser envolvido nas linhas de células germinativas.

O transporte de RNA pode ser mediado por vesiculas pois o RNA € labil no sistema circulatério dos
mamiferos, tal como se comprova com a rapida degrada¢do do RNA exdgeno no sangue.

No entanto h4d formas de RNA endd6geno em circulacdo que parecem estdveis e protegidas da



degradacao durante este transporte sistémico (Ref. Tsui et. al. 2002, in Dinger et. al. 2008), havendo
sugestoes de que o RNA estd associado e protegido por lipidos e/ou proteinas quando se encontra
na circulagdo sistémica.

Hé4 formacdo de microvesiculas que sdo fragmentos esféricos da plasma membrana que sdo
emitidos por uma grande gama de células (Ref. Fevrier e Raposo, 2004, in Dinger et. al. 2008) que
podem conter RNA e estar envolvidas em comunica¢des de célula com célula (Ref. Baj-
Kraywazekaet. al. 2006 citados em Dinger et. al. 2008).

Na resposta do sistema imunitdrio ao RNA, sabe-se que RNA sintético ndo modificado € imuno-
estimulador, mas o RNA hospedeiro natural ja ndo o €.

Figura 5 ( Ver no final do texto)
Modelo esquematico de vias de sinalizacdo extracelular
desencadeando mRNA e ncRNA , siRNA e miRNA
(adaptado de Dinger et. al. 2008)

4 —Alguns exemplos da regulacio epigenética e seu impacto nos
animais.

4.1-Introducao

O estudo da epigenética procura compreender a regulacdo genética hereditdvel (mitotica e
meioticamente) ndo directamente codificada na sequéncia do DNA genémico (Bock et Lengauer,
2008).

A domesticagdo dos animais, a exploracdo de determinadas vocagdes em certas espécies e/ou racgas
de animais, bem como a diferenciacao celular, e a génese de tecidos e 6rgaos parecem partilhar
aspectos comuns que podem ser catalogados dentro da epigénese.

Isto qualquer que seja a espécie animal considerada.



Com efeito em cada individuo de uma dada espécie animal a quasi totalidade das células que o
compoém possui um genoma idéntico no que se refere a sua sequéncia nucleotidica.

Deixamos de lado aqueles casos especiais de algumas células em que pode ndo existir nicleo
celular, ou em que a sequéncia nucleotidica é desenhada com certas particularidades como sucede
por exemplo nas células envolvidas nas imunidades.

Também deixamos de lado o DNA mitocondrial sobretudo envolvido na cadeia respiratoria que
representa uma infima parte do genoma total celular, embora saibamos que os diversos segmentos
de DNA de cada uma das mitocondrias dentro de uma célula sdo susceptiveis de variados tipos de
mutacdo com consequéncias fisioldgicas e até patoldgicas hoje ja conhecidas.

Na franca maioria das células que compoém um dado individuo, apesar do genoma na sua
sequéncia nucleotidica ser praticamente idéntico em todas elas, as suas origens, determinismos,
vocagoes e fendtipos podem ser completamente distintos.

Estas tultimas caracteristicas filiam-se sobretudo numa diferente distribui¢ao, ou partilha de
nutrientes quando das respectivas divisdes celulares assimétricas e simétricas, e ainda numa
multiplicidade de factores fisicos, quimicos e bioldgicos, provenientes do seu meio envolvente que
interagem com essas populacdes celulares desencadeando nelas diversissimas expressoes
fenotipicas em consequéncia de se estabelecerem diversos desenhos epigenéticos que se sobrepoém
e regulam todos os genomas celulares.

Esses desenhos epigenéticos correspondem a modifica¢des bioquimicas resultantes dos factores
envolventes antes referidos, sendo bem conhecidas as metilagdes do DNA, as modificagcdes
covalentes post-traducdo das histonas, dos nucleossomas, a introducdo de variantes das histonas e
ainda os nc RNA como por ex: os microRNA de interferéncia.

Estas modificacdes pontuais imprimidas aos genomas podem ser da ordem dos milhares, e o
consequente desenho fenotipico resultante no individuo em que se operou € especifico desse
individuo.

Este desenho epigenetico na franca maioria das vezes é reversivel (havendo portanto sistemas
enzimaticos ou outros meios que promovem esses efeitos reversiveis), havendo no entanto situacdes
em que se desencadeia uma situagao irreversivel.

As células envolvidas nestas situagdes podem transmitir através da mitose o respectivo desenho
epigenético, ou parte dele, mas no que se refere a meiose estas situagdes sao muito mais complexas,
embora na literatura cientifica vao abundando os casos em que isso parece suceder no reino animal.

Acontece portanto que parece ser o epigenoma o responsavel pela regulagao da expressao fenotipica
do genoma dos animais e daf as particularidades fenotipicas de cada animal.

Rakyan, e Beck (2006) referem que uma das mais excitantes observacdes no campo da epigenética
em tempos recentes foi a descoberta da variacao epigenética de individuo para individuo, podendo
em certos casos estas variagdes epigenéticas ser herdadas pela descendéncia, hereditariedade
bioldgica esta ndo baseada no DNA.

Veremos adiante com maior detalhe alguns exemplos da forma como pode operar o desenho
epigendmico nos animais em situacao de:

1 — Diferenciagao celular no desenvolvimento dos mamiferos



2 — Génese de tecidos e 6rgaos
3 — Exploracido e potenciag¢do de determinadas vocacdes (em ratinhos)
4 — Domestica¢do dos animais (em galinhas)

Pode afirmar-se que a regulacao epigenética desenha o desenvolvimento e fisiologia normal e
patologica dos mamiferos (Wagner et. al., 2008).

As caracteristicas fenotipicas sao pois determinadas ndo sé por mutagdes genéticas e recombinacdes
mas também pela epigenética.

Na epigenetica, reafirma-se, ocorrem alteragdes hereditaveis da expressdo dos genes sem que a
sequéncia do DNA se tenha modificado (Dolinoy et. al. 2007).

H4 uma série de acontecimentos epigenéticos, dependentes do meio nutritivo em que se situa esse
material genético, havendo ainda uma série de factores fisicos e quimicos que podem alterar a
expressao dos genes e afectar o seu fenétipo.

Essas alteracdes epigenéticas hereditaveis podem ter sede ao nivel da dobragem e compactacdo da
cromatina e sua interac¢ao com a matrix nuclear, “empacotamento” do DNA a volta dos
nucleossomas, nas modificacdes das histonas e na metilagdo do DNA, constituindo o seu desenho
no seu conjunto, o que se designa por epigenoma.

O epigenoma € mais sensivel a modificacdes durante as etapas da gestacdo, de desenvolvimento
neonatal, puberdade e idades avancadas.

Alelos de individuos geneticamente idénticos mas que se exprimem de uma forma diferente, sdo
denominados epialelos metastaveis, o que € devido a modificagdes epigenéticas estabelecidas
durante as primeiras etapas do desenvolvimento, etapas em que este desenvolvimento é
particularmente sensivel as influéncias de todo o meio envolvente.

O termo metastavel refere a natureza 1abil do estado epigenético destes alelos, e o termo epialelo
define o seu potencial para manter as marcas epigenéticas através das geragoes.

As modificac¢des epigenéticas podem pois ser herdadas ndo sé mitoticamente mas também através
das geragdes (Ref. 3, 4, 10, citadas em Dolinoy et. al. 2007).

Ha trés alvos epigenéticos potenciais susceptiveis de ser influenciados por todo o seu meio
envolvente e que sdo: (Dolinoy et. al. 2007)

- Os elementos transposdveis

- As regides promotoras dos genes “housekeeping”

- E os elementos reguladores cis-actuantes dos genes imprinting.

As marcas epigenéticas, inclusive a metilacdo do CpG s@o geralmente estdveis nas células
somaticas, havendo no entanto durante os periodos de desenvolvimento dos mamiferos, periodos
em que ocorre uma extensa reprogramacao do epigenoma, € que sdo a gametogénese,a fertilizacao e
o inicio da pré-implantacdo dos embrides (Dolinoy et. al. 2007).

Ap6s a fertilizacdo, os genomas herdados dos espermatozoides e dos oocitos sofrem uma erosao da
maioria da metilagdo ocorrida sobre o0 DNA, ocorrendo depois durante ou apds a gastrulacio uma
metilacdao “de novo” com um desenho especifico consoante a linhagem celular (Allegruci et. al.,
2005).



E possivel que as modificagdes epigeneticas sejam ndo s mitoticamente hereditdveis, mas também
hereditaveis através das geracdes devido a uma deficiente erosao das marcas epigenéticas durante a
gametogénese.

4.2 — Reprogramacao epigenética nos mamiferos
(Dolinoy et. al., 2007)

As marcacoes epigenéticas, inclusive a metilacdo do DNA, sdo geralmente estdveis nas células
somadticas, havendo no entanto uma extensa reprogramacao de epigenomas durante a gametogenese
e a pré-implantacdo dos embrides.

Na gametogénese ocorre uma ampla desmetilacdo do genoma durante a formacao das células
germinativas primordiais havendo depois uma remetilacdo diferente das células germinativas
femininas e masculinas. Estes ciclos de desmetilagdo remetilacdo envolvem uma erosdo prévia dos
imprinting parentais e depois um restabelecimento desses imprinting especificos de cada sexo.

Na fertilizagdo ambos os genomas parentais sofrem modificagdes epigenéticas, o genoma paterno
com uma s6 cOpia permuta protaminas por histonas e sofre uma activa desmetilacdo antes da
replicac@o do DNA (Ref. 48 citada em Dolinoy et. al. 2007).

O genoma materno com duas cdpias € parado na metéafase II, completa a meiose, e sofre uma
desmetilacdo passiva ap6s diversas divisdes (Ref.47 citada em Dolinoy et. al. 2007), restaurando a
sua totipoténcia.

Contudo nesta reprogramacao epigenética na fertilizacao sao protegidas da desmetilagao as
sequéncias de DNA que regulam a expressdo monoalélica dos genes imprinting, as sequéncias
repetidas tais como IAP, e a heterocromatina préxima dos centrémeros dos cromossomas (Ref. 10,
46, 49, citadas em Dolinoy et. al. 2007).

A metilagio de novo de ambos os genomas parentais ocorre quando da implantagao.

Assinala-se ainda que alguns loci gendmicos escapam de todo ou em parte a esta reprogramacao
epigenética durante o desenvolvimento in tdtero (Dolinoy et. al. 2007).

Como ja referimos as modificagdes epigenéticas sdo ndo sé hereditaveis mitoticamente, mas
admite-se que também o sejam de geracdo em geracdo dada a insuficiente erosdo das marcas
epigenéticas durante a gametogénese.

E conhecido hoje que influéncias do meio envolvente que podem afectar uma geracio, podem
condicionar o fenétipo de geragcdes subsequentes: Estes efeitos ndo t€ém uma transmissao
Mendeliana mas sim uma transmissao epigenética sendo os mecanismos envolvidos nesta
transmissao epigenética a metilacdo do DNA, a modificacao das histonas da cromatina e processos
mediados por pequenos nc RNA.

A forma como esta memdria epigenética pode ser transmitida através das geracdes ndo estd bem
esclarecida (Dinger et. al., 2008).

O epigenoma € particularmente susceptivel a ser desregulado durante a gestacdo, desenvolvimento



neonatal, puberdade e velhice.

Ha alelos dos mamiferos que exprimem caracteristicas varidveis (epialelos) apesar de nao
evidenciarem heterogeneidade genética, sendo isto devido ao seu estado epigenético.

Os epialelos metastdveis sdo alelos que se exprimem diferentemente em individuos geneticamente
idénticos, devido a modificagcdes epigenéticas ocorridas nos primeiros estddios do desenvolvimento
sendo muito vulnerdveis as influéncias do meio ambiente (Rakyan et. al., 2002).

Este estado epigenetico € um tanto labil, podendo originar um mosaicismo fenotipico entre as
células (variegation ou variega¢do) e também entre os individuos (expressividade varidvel).
(Rakyan et. al., 2002)

Este estado epigenético normalmente instala-se durante o inicio da embriogenese, sendo um

acontecimento probabilistico que € influenciado consoante o alelo € transportado pelo alelo paterno
ou pelo alelo materno.

4.3 — Epigenética e Imprinting

( Genes Imprinting)

Genes “imprinting” sdo genes cuja expressao € determinada por um dos progenitores, paterno ou
materno, ndo sendo ambos os seus alelos igualmente expressos.

O “imprinting” genomico € um mecanismo epigenetico que resulta pois da expressao éonoalelica de
genes dependendo da origem parental do alelo (Khatib et. al., 2007).

Nas espécies mamiferas estd assinalada a conservacdo do imprinting genémico de muitos genes,
embora hoje se va referindo que alguns genes escapam a esta conservacao (Khatib et. al., 2007)

A maioria dos genes imprinting tem sido identificada em ratinhos, seres humanos., e alguns também
em bovinos.

Em bovinos estd assinalado que os genes “imprinting” tém mais alto teor de G+C e mais ilhas Cp G
e repeticdes em tandem e menos SINES do que os genes ndo “imprinted”.

Também nos genes imprinted os LINES e LTR sdo pouco frequentes relativamente aos genes nao
imprinted ao contrario do que se assinala em ratinhos e seres humanos (Khatib et. al., 2007).

Nos mamiferos um pequeno nimero de genes (cerca de 50) parecem ser genes imprinting, sendo a
maioria deles reprimidos na sua expressao. Assim um alelo herdado da mée pode ser expresso
exclusivamente, uma vez que o alelo herdado do pai € “imprinted” ou vice-versa.

O processo de um gene imprinting, comeg¢a durante a formacao dos gametas, no desenvolvimento
do espermatozéide ou do évulo. No ser vivo resultante todas as células terdo o0 mesmo conjunto de
genes “imprinting” quer da mae quer do pai excepto as células que originardo os gametas onde
todos os imprints maternos e paternos sdo removidos e restabelecidos depois nas linhas de células
germinativas (Sirard, M-A. 2003).

Para explicitar o mecanismo do “imprinting” dos progenitores servimo-nos dos exemplos a) e b)
seguintes:



a) O processo de imprinting comeca nos gametas onde o alelo destinado a ser inactivo no
embrido derivado desse gidmeta (quer da mae quer do pai, conforme) é marcado através da
metilagdo das citosinas na sequéncia de DNA promotoras do gene em causa ( Figura 6)

Figura 6 ( Ver final do texto)

As metilacdes Yinteriores evitam que os factores de transcri¢c@o interactuem com o promotor e daf a
nao expressao do gene em causa.

Enquanto a metilagdo € o sinal do “imprinting” a repressao da expressao do gene pode necessitar da
producdo de RNA.

b) O exemplo que se segue corresponde ao gene Igf2 (receptor para o insulin-like growth factor-2)
(Ref. Wutz et. al., citados em Imprinting genes), um exemplo de gene imprinting em que no ratinho

o alelo herdado da mae € aquele que € expresso.

Os genes imprinting Igf — 2r sdo diferentemente metilados consoante a sua origem materna ou
paterna (Li et. al. 1993).

Figura 7 ( Ver final do texto)

No gene materno anterior a helice de DNA superior tem 4 esquerda o respectivo promotor nao
metilado e ocorre portanto a transcri¢do activa do gene com expressao do Igf 2r mRNA.(Figura 7)

No mesmo gene materno mas na hélice inferior existe um conjunto de ilhotas CpG no promotor que
sdo metilados e como tal a transcri¢ao € reprimida.

Logo hé expressao do gene materno Igf 2r.
No gene paterno esquematizado a seguir ( Figura 8) as coisas passam-se diferentemente

Figura 8 (Ver final do Texto)

No gene paterno anterior o promotor da hélice superior do DNA estd metilado e inactivo ndo
havendo expressao de proteina.

No mesmo gene a hélice inferior do duplex de DNA o promotor ndo estd metilado e € activo e a
transcri¢do desta hélice antisense do DNA produz um RNA antisense que pode participar também

na repressao deste gene.

Logo nao ha de todo expressao do gene paterno Igf2r.



Os genes imprinting nos mamiferos ndo obedecem as leis genéticas Mendelianas normais pois os
mamiferos apesar de possuirem os dois conjuntos completos de cromossomas, herdados do pai e da
mae, sendo expressos ambos os alelos de um dado gene de cada cromossoma, do pai e da mae, no
caso dos genes imprinting apenas sdo expressos de um cromossoma de um dos progenitores. Isto
decorre de mecanismos epigeneticos que restringem a expressao em causa.

A regulacdo epigenética pode activar ou inactivar a funcdo dos genes nas células estando
assinalados como proteinas responsdveis por esta regulacdo epigenética, metiltransferases, proteinas
que interactuam com metil CpG , enzimas que modificam histonas, factores que remodelam a
cromatina e seus complexos multicelulares (Nakao, 2001).

O imprinting genémico € pois uma forma epigenética de regulacdo de um gene, cuja expressao
depende especificamente da origem progenitora (Killian et. al., 2001).

Durante a divisao celular somatica o imprinting genémico é herdado estavelmente, mas é revertido
quando transmitido através de individuos do sexo oposto (Killian et. al., 2000).

No imprinting a expressdo de um alelo genético numa dada geracdo depende de quando ele reside
no macho ou na fémea da geracdo anterior.

O imprinting gendémico reduz a expressdao de um gene, de um estado de expressdo bialélica para
monoalelica (Morison et. al., 2005), mas para diversos genes a silencia¢io é apenas parcial.

Nos genomas mamiferos diploides, o imprinting genémico, ou seja o silenciamento especifico da
origem parental de uma pequena proporcdo de genes introduz uma vulnerabilidade paradoxal de
hemizigotia (Morison et. al., 2005).

Uma elevada propor¢do de genes imprinting sdo nc RNA (ndo codificante RNA) ou genes
derivados por retrotransposi¢ao.

Durante o desenvolvimento dos gametas dos mamiferos, “imprints” hereditaveis sdo formados em
cada genoma hapléide, actuando para suprimir, atenuar ou activar a expressdo de um pequeno
numero de genes de uma forma especifica consoante a sua origem parental (Morison et. al., 2005).

Este imprint € mantido nas células somdticas, sendo o desenho da sua expressdo por vezes
especifico dos tecidos ou do estado do desenvolvimento. (Morison et. al. 2005)

Esta pseudohemizigotia imposta pelo imprinting origina vulnerabilidade genética e contribui para
diversas doencas, (Morison et. al. 2005).

Para se poder averiguar se a expressdao de um gene é monoalélica ou bialélica (recorda-se que os
genes imprinted sdo expressos monoalelicamente) deve existir um polimorfismo expresso,
polimorfismo no mRNA ou nas proteinas expressas em ordem a distinguir qual dos alelos, paterno
ou materno, € transcrito. Por outro lado é necessdrio que os animais a estudar sejam heterozigotos
para o gene/polimorfismo que se estd a estudar (Zhang et. al., 2004).

Nos genomas mamiferos os polimorfismos mais frequentes sdo os ocorridos num unico nucleétido
(SNP) ou sejam mutacdes pontuais no DNA (troca entre pares de bases ou inser¢des/deleccdes).

Pertubacdes no estado de imprinting dos genes podem ser devidas por exemplo a expressao



bialélica destes genes imprinting os quais podem ser responsaveis por diversas situa¢des anormais
(por ex: LOS e variadissimas doengas nos seres humanos).

Admite-se que estejam referenciados até hoje 83 genes imprinting nos mamiferos.

Dos componentes “imprinted” 63 sdo codificadores de proteinas, 35 nos humanos e 54 nos ratinhos,
apenas 26 genes codificadores de proteinas sdo imprinted em ambas as espécies.

nc RNA constituem 30% (25/83) dos genes imprinting, incluindo-se neles transcritos antisense,
pequenos RNAs nucleolares (Sno RNA), microRNAs, pseudogenes e outros RNA desconhecidos.

4.4 — Transmissiao de estados epigenéticos.

Teoricamente a transmissdo dos estados epigenéticos através da meiose tem dois argumentos gerais
em seu desfavor (Richards, 2006).

Num deles evoca-se a evidéncia da erosdo das marcas epigenéticas no contexto do desenvolvimento
dos animais (Ref.22 citada em Richards, 2006). E o caso da maioria das metilacdes do DNA que
sdo removidas durante as divisdes iniciais da formacdo e desenvolvimento dos embrides dos
mamiferos. Também a restauracdo dos estados de expressdo mono-alélico que sdo estabelecidos
pelo imprinting parental nos mamiferos € outro exemplo de erosdao das marcacdes epigenéticas
embora neste caso, as marcacgdes sejam transmitidas estavelmente através da meiose e depois
erosionadas e restauradas mais tarde durante o desenvolvimento.

O outro argumento em desfavor da transmissdao dos estados epigenéticos através da meiose apoia-se
na teoria de que a informacdo epigenética € limitada a uma unica geracdo, uma vez que haveria
erosdo especifica das marcas epigenéticas de determinadas linhas celulares num contexto
coordenado entre os diversos tipos celulares durante o desenvolvimento dos animais (Ref. 23, citada
em Richards, 2006). Seria portanto necessdrio a erosdo destas marcagdes em determinados tipos
celulares para fazer retroceder estas linhas celulares para trds para o mesmo estado que se
encontrava no genétipo, eliminando assim a perturbacdo que poderia ocorrer durante o
desenvolvimento em consequéncia de uma assemblagem mal efectuada de diferentes epigendtipos.

Saliente-se contudo que nos mamiferos a erosdo das marcas epigenéticas ndao é um acontecimento
universal no ciclo da vida dos organismos multicelulares sendo cldssico o exemplo da metilagdo do
DNA que ndo € restaurada nas primeiras fases do desenvolvimento dos Zebrafish (Ref. 24, citada
em Richards, 2006).

Mesmo nos mamiferos a erosdo das marcas da 5-metilcitosina nio é absoluta (Ref. 25 e 26, citados
em Richards, 2006).

z

Portanto a erosdo epigenética é incompleta havendo numerosos casos nos seres eucariotas de
transmissdo meiodtica de alelos epigenéticos (epialelos) como se refere no quadro 5 seguinte em
ratinhos e seres humanos.

Quadro 5 (Ver final do texto)

4.5 — Interaccoes dos factores epigenéticos com o0 DNA cromatinico




Na gendmica funcional e na epigendmica, as interac¢des entre os factores de transcri¢ao ou outros
cofactores e 0 DNA, na sua totalidade, sdo fundamentais para que se possa fazer uma apreciagao
global dos fenétipos dos animais.

Como se compreende nos grandes genomas € muito dificil estabelecer um mapa de cada local
individual de todo o DNA em que ocorreram interac¢des gene-factores diversos. (Jasny, 2007).

Nos ultimos anos foram desenvolvidas metodologias para esse efeito em que se combinam a
imunoprecipitacdo da cromatina em que ocorre interac¢do proteina- DNA e posterior sequénciacao
altamente especifica do segmento de DNA que interactuou e com um grau de resolucao de 50 pares
de bases (ChIP Seq.) (Johnson et. al., 2007).

Necessita-se pois primeiramente de detectar as interac¢des proteina — DNA. Estas interac¢des
protegem estas porcdes da cromatina da cisdo por uma endonuclease ou de uma modificagao por
um agente quimico ao contrdrio das porcdes do DNA que ndo interactuaram.

Na imuno precipitacdo da cromatina ou ChIP, determina-se primeiramente quando uma dada
proteina se liga ou esta localizada (Chromatin immunoprecipitation) na sequéncia especifica do
DNA.

Para isso as protefnas que se ligam ao DNA sdo crosslinked ao DNA com formaldeido Depois isola-
se a cromatina crosslinked (DNA-proteina) cortando todo o DNA, obtendo os pequenos fragmentos
de DNA inclusive os complexos com as proteinas ligadas.

Com anticorpos especificos que se ligam no complexo DNA-proteina ligada, precipita-se este
complexo e isola-se.

Depois reverte-se a operagao de cross-linking para libertar o DNA e digerir a proteina.

Por PCR amplifica-se a sequéncia especifica de DNA que tinha interactuado com a proteina.
Neste método ChIP necessita-se de anticorpos altamente especificos para cada proteina a ser
estudada o que pode ser ultrapassado com a construcdo de proteinas fundidas com epitopes(como
HA ou c-myc) reconhecida por anticorpos disponiveis ou por outras metodologias.

Na metodologia ChIP-on-ChIP combina-se a imunoprecepitagdo da cromatina (ChIP) com a
tecnologia microarray (chip).

Numa metodologia mais recente chip-sequencing (ChIP seq.) € utilizada a imunoprecipita¢io da
cromatina para “crosslink” as proteinas de interesse com o0 DNA, mas em vez de se utilizar o micro-
array, utiliza-se um método mais preciso de sequénciagao dos pontos dessa interac¢ao.

O lay-out de trabalho desta ultima metodologia (Chip-Seq) refere-se seguidamente.

1- Crosslink das proteinas com o DNA, e corte de todo o DNA.

2- Juncdo de anticorpos especificos da proteina.

3- Imunoprecipitacdo e purificagdo dos complexos (DNA- proteina interactuante).

4- Reversdo do cross-links dos complexos, purificagdo do DNA e sua preparacdo para
sequénciagao.

5- Sequenciagdo do fragmento de DNA e seu mapeamento no genoma total.

4.6 — Regulacio epigenética




O impacto, nos animais, resultante da regulacao epigenética depende dos animais, dos genes
envolvidos e do tipo de factores do meio envolvente intervenientes.

Durante o desenvolvimento dos mamiferos, partindo de células pluripotentes estas vao-se
progressivamente diferenciando em diversos tipos de células através de marcacdes epigenéticas que
estdo pois envolvidas na determinagdo de cada célula e na sua orientacdo. Nestas marcacoes
epigeneticas estdo assinaladas modificacdes nas histonas e metilacdo do DNA.

E conhecido que factores nutritivos podem influenciar a regulacdo epigenética ao interactuar por ex.
com o gene agouti ( Avy) nos ratinhos e condicionando a pigmentacdo desses animais ou a sua
tendéncia para obesidade ou diabetes.

No entanto outro tipo de factores interactuando com o gene Axin Fu pode regular o fenotipo dos
animais induzindo modificacdes por exemplo no desenvolvimento esquelético dos animais
envolvidos.

Préticas de comportamente da parte materna (etologia) ou maneio da descendéncia resultante
podem regular epigeneticamente genes receptores GR com todas as consequéncias inerentes,
podendo essa regulacdo com certos tipos de intervengdes, ser revertida.

Mudangas do fendtipo muscular e hipertrofias consideraveis de determinadas regides anatémicas
estdo assinaladas em ovinos em consequéncia de modifica¢des epigenéticas de histonas, nao
estando descritos os factores do meio envolvente possivelmente envolvidos nesta situacao.

Mas também os nc RNA podem desencadear uma diversidade de efeitos epigenéticos fisioldgicos e
patolégicos de diversos tipos.

Também em aves domesticadas comparativamente a aves nao domesticadas, quando sujeitas a
determinadas regras ou aprendizagens , ocorre uma regulacdo genética hereditavel comprovada
através da expressao diferenciada de uma série de genes de umas aves em relag@o a outras, sendo
essas caracteristicas transmitidas as geracdes seguintes.

Numa apreciagdo global de tudo o que acabamos de referir parece aceitavel sugerir que os diversos
fendtipos animais podem ser regulados através de factores externos do meio envolvente como por
exemplo , (alimentagdo,comportamento, maneio, ensino, etc) que interviriam marcando
epigeneticamente o genoma desses animais (ao nivel do DNA, histonas e ncRNA), sendo
hereditdveis mitoticamente, e em alguns casos essa marcacao poderia ser transmitida meioticamente
as geracdes subsequentes.

Resultam pois profundas implica¢des em todos os campos da medicina veterindria, dos animais de

companhia as espécies pecudrias com profundas potencialidades no campo das clinicas, e produ¢do
animal.

4.6.1- Regulacio epigenética durante o desenvolvimento dos mamiferos

Durante o desenvolvimento dos animais (mamiferos) parte-se de células pluripotentes que
progressivamente se vao diferenciando em diversos tipos celulares com potenciais cada vez mais
reduzidos.

Nas células pluripotentes sdo expressos uma série de genes que codificam factores de transcri¢ao
basicos para essa fase do desenvolvimento enquanto 0s genes que apenas sao necessarios mais tarde



estdo reprimidos através de histonas adequadas, que lhe conferem um silenciamento epigenético
flexivel e a curto termo.

Por outro lado a metilacio do DNA origina um silenciamento epigenético a longo termo, como
sucede nos transposdes, nos genes imprinting e nos genes associados com a pluripoténcia nas
células somaticas ( Quadro 6).

Quadro 6 ( Ver final do texto)

No entanto desconhecem-se as marcas epigenéticas que estao implicadas na determinagao
(determining) de cada célula e na orientacdo (commitment) de cada linhagem celular ao longo do
desenvolvimento dos animais embora se saiba que este desenvolvimento € epigenetico, e que
apenas um pequeno sub-conjunto dos cerca de 30.000 genes da totalidade do genoma sdo activos
nos diferentes tecidos e 6rgaos que constituem os animais, mas sendo essa actividade
diferentemente regulada por diversas combinagdes de factores epigenéticos, ja que a sequéncia do
DNA desses genomas € practicamente idéntica.

A clonagem dos animais € deficiente dados os defeitos epigenéticos, sobretudo na metilagao do
DNA, ocorridas durante ela.

As proteinas do grupo Polycomb e Trithorax sdo proteinas ndo nucleossomais, associadas com a
cromatina e que regulam epigeneticamente a memoria celular (Reik, 2007).

Refira-se ainda que as marcas epigenéticas acumuladas nas células diferenciadas diferem daquelas
marcas epigenéticas que ocorrem nas células pluripotentes, e aquelas marcas epigenéticas das
células diferenciadas diferem ainda consoante as linhagens celulares.

H4 marcas epigeneticas de curto termo que podem ser removidas antes da célula se dividir ou ap6s
apenas algumas divisdes celulares.

As marcas epigenéticas de longo termo sdo mantidas durante vérias divisoes celulares.

Durante os primeiros estddios do desenvolvimento, os genes que sao necessdrios mais tarde sao
mantidos transitoriamente reprimidos através da modificagao de histonas, mas esta situacao é
facilmente revertida quando a expressao desses genes for necessdria.

Quando a diferenciacdo celular evolui os genes envolvidos na pluripoténcia das células sdo
reprimidos quer através da metilacao de histonas quer da metilacdo do DNA.

Os gametas apresentam uma evolucdo curiosa destas marcas epigenéticas, removendo umas e
mantendo outras através de diversas geracoes.

H4 uma inactivagdo temporaria dos genes envolvidos na diferenciagcdo das células pluripotentes.

Nas células pluripotentes, genes que sdo precisos mais tarde no seu desenvolvimento sdo reprimidos
por um sistema complexo (PRC)que envolve proteinas PcG. Estes genes sdo reprimidos através da
metilacdo H3K27 e da metilacio H3K4, sendo desreprimidos apds a perda de repressao devida aos
complexos PRC contendo proteinas PcG. Nao se conhece se a desmetilacao da H3K27 é devida a
uma desmetilase. Admite-se que um aumento da metilacdo da H3K4 seja necessdria para a
expressao de proteinas necessarias para o desenvolvimento.



Na figura 9 seguinte representa-se a repressao tempordria dos genes envolvidos no desenvolvimento
pelo complexo proteico Polycomb PcG.

Figura 9 ( Ver final do texto)

O silenciamento epigenético imposto pelo complexo PRC contendo proteinas PcG pode ser
hereditdrio através das mitoses (por mecanismos desconhecidos) mas admite-se que estas
marcacdes possam ser rapidamente removidas por desmetilagcdo da H3K27.

A metilacdo H3K27 ocorre fora do contexto da metilacdo do DNA.

Para que a diferenciagado celular se inicie torna-se necessario remover as marcas de inactivagao
desencadeadas pelo complexo PRC que silenciam os genes envolvidos no desenvolvimento.

Na figura 10 seguinte representa-se a repressdo de genes associados com a pluripoténcia, através da
metilacdo de histonas e do DNA.

Figura 10 ( Ver final do texto)

Durante a diferenciacdo celular os genes associados com a pluripoténcia celular sdo silenciados
estavelmente, através da metilacdo de histonas e do DNA. Da-se o exemplo dos genes Oct4 e
Nanog que durante a diferenciacdo de células ES sio silenciados através da metilagdo de histonas
(por ex: H3K9 pelo G9A ou seja EH MT2,- euchromatic histone lysine N-methyltransferase 2) e do
DNA.

Para a formacao de células germinativas € necessario manter nestas células no inicio da sua
formacao, a repressao de genes somadticos o que envolve a metilacdo de arginina em histonas pela
PRMTS (protein arginine methyltransferase 5), Figura 11.

Figura 11 Ver final do texto)

“Os genes envolvidos no desenvolvimento dos animais necessitam ser regulados epigeneticamente
com uma certa flexibilidade enquanto as transposdes necessitam ser completamente silenciados e
estavelmente numa perspectiva do hospedeiro, para evitar que se movam ao longo do genoma e
desencadeiem potencialmente mutacdes” (Ref. 22 citada em Reik, 2007).

Este silenciamento de transposdes pode ser alcancado por se metilarem a si préprios ou por
modifica¢do das histonas como por ex: H3K9.

Nos genes imprinting a metilacao de ilhas CpG nos seus promotores pode desencadear o seu
silenciamento.

As células das linhas germinativas embora tenham a mesma sequéncia de DNA que as células
somdticas no mesmo individuo, sdo no entanto processadas, sobre a sua cromatina, de forma
diferente das células somaticas (Ooi e Henikoff, 2007).



Nos genes imprinting e nos transposdes a metilacio do DNA € realizada durante a oogenese ou
espermatogénese, pela de novo metiltransferase DNA 3A (DNMT3A) e pelo seu cofactor DN MT3-
like (DNMT3L).

Aquisicio de metilacdo do DNA nas células germinativas

Durante o desenvolvimento das cé€lulas germinativas, os genes imprinting € 0s transposodes sao
metilados pela de novo metiltransferase DNMT3 e pelo seu cofactor.

E possivel que esta marcacio necessite da metilagio de arginina nas histonas a cargo da PRMT7 (
Figura 12)

Figura 12 ( Ver final do texto)

Os gdmetas masculinos maduros tem na cromatina protaminas em vez de histonas o que altera a
superestrutura do DNA.

ApOs a fertilizacdo a metilagdo dos genes imprinting € mantida.

No silenciamento do cromossoma X nas fémeas e dos genes imprinting, a expressao do ncRNA “in
cis” pode desencadear o silenciamento de genes adjacentes em virtude da exclusio da polimerase II
(Pol IT) e da modifica¢do de histonas e/ou metilacdo do DNA consoante a linhagem embrionica ou
extra-embrionica tal como se esquematiza seguidamente ( Figura 13).

Figura 13 ( Ver final do texto)

A metilacdo do DNA estabiliza o silenciamento de genes nos tecidos embriénicos mas nos extra
embridnicos € menos importante pois aqui predomina o silenciamento mediado pelo PRC.

O ncRNA reveste a regido a ser inactivada impedindo a Pol II de actuar e consequentemente
silenciando a expressdao dos genes.

As metilacdes de DNA ocorridas durante o desenvolvimento dos animais sao estdveis nas células
somaticas e durante a vida adulta . Esta caracteristica hereditaria deve-se a accio do DNMT1 a
metiltransferase de manutencao.

A metilacdo das ilhotas CpG nunca € erosionada durante o desenvolvimento normal. Pelo contrario
a metilacdo destas mesmas ilhotas CpG nos genes “imprinting”’ necessitam ser erosionados nas
linhas germinativas para subsequentemente ocorrer depois nova metilagdo durante o
desenvolvimento das linhas germinativas, tal como se esquematiza seguidamente ( Figura 14).

Figural4 ( Ver final do texto)

Ocorre portanto perda da metilacdo do DNA, assim como da metilacao do H3K9.
Posteriormente durante a oogénese e espermatogenese, ocorre metilagdo de novo.



Uma reprogramacdo diferente do genoma ocorre logo ap6s a fertilizacao e durante o inicio da pré-
implantacdo como se esquematiza seguidamente ( Figura 15)

Figura 15 ( Ver final do texto)
Diversos genes metilados dos gametas maduros sao desmetilados no embrido em inicio, ocorrendo
esta desmetilacao sem replicacdo do DNA admitindo-se que seja devido a accdo de uma

desmetilase.

Esta desmetilacdo é importante para a expressao de genes envolvidos na pluripoténcia, tal como
certas marcas que activam histonas.

Em gametas maduros, algum DNA metilado € protegido da desmetilagdo durante ou apds a
fertilizacao, sobretudo genes imprinting e alguns transposoes. (vide esquema seguinte na Figura 16)

Figura 16 ( Ver final do texto)
Certas proteinas como a proteina stella podem proteger o DNA da desmetilacao.

Diversas das marcacdes epigenéticas que sao herdadas e adquiridas pelas células germinativas sdo
depois erosionadas nas células PGC e nos embrides em inicio.

Contudo hé informagdo epigenética que pode sobrar para a geracdo seguinte como sucede com
genes imprinting de células somaéticas.

Nos quadros 7 e 8 seguintes faz-se um sumario da evolugdo das etapas epigenéticas ao nivel do
DNA e histonas durante o desenvolvimento dos mamiferos e ainda a evolucdo das etapas
epigeneticas basicas durante o desenvolvimento.

Quadro 7 ( Ver final do texto)

Quadro 8 ( Ver final do texto)

4.6.2 — Regulacio epigenética e patologias

Alelo Agouti em ratinho

A pigmentacgdo cutanea na pele dos mamiferos € controlada por um complexo genético regulado por
mais de 150 alelos disseminados por mais de 90 loci (Ref. 262, 263, 328, 385, 515, 673, 708 citadas
em Slominski, et. al., 2004).

Em 2003 Bennet e Lamoreux, referiam que os loci da cor ou pigmenta¢cdo nos mamiferos eram loci
genéticos onde as mutagdes podiam afectar a pigmentacao da pelagem, pele e/ou olhos, referindo
ainda que no caso do ratinho eram conhecidos mais de 800 alelos fenotipos em 127 loci de
pigmentacgdo identificados.

Diversos mamiferos dotados de pelagem como € o caso do ratinho, perderam os melandcitos activos
melanigenicamente na sua epiderme principal adulta e em vez disso a melanina € produzida no
bulbo do foliculo do pelo (hair follicle bulb).



Contudo ha uma notdvel variacdo nas suas pigmentacoes e pelagens.

No caso dos murinos esta grande diversidade de pelagens reflete a variagdo na copolimerizacio das
eumelaninas (pigmentos preto - castanho) e feomelaninas (phaemelaninas pigmentos vermelho —
amarelo), que originam cores, pretas, castanhas, amarelas, cinzentas ou brancas (Slominski et. al.,
2004).

A enzima tirosinase € uma enzima bdsica na melanogénese, com altos niveis desta enzima
produzindo eumelanina, enquanto baixas concentragdes desta enzima originam feomelaninas(Ref. 2
e 3 citadas em Gutiérrez — Gil, et. al., 2007).

A actividade das tirosinases é regulada pelo receptor melanocortina 1 (Mc1-r ou a-MSHR) cuja
estimulacdo pela hormona - MSH leva a produgdo de eumelanina, enquanto a feomelanina é

produzida na auséncia da estimulacdo o- MSH quer por falha de receptor Mcl-r ou pela presenca da
proteina agouti, que € segregada por células adjacentes aos melanocitos.

A pigmentacdo das pelagens depende das propor¢des entre as eumelaninas e feomelaninas, aumento
das concentracdes de eumelaninas favorecem a cor preta, aumento das concentragdes de
feomelaninas aumentam a cor amarelada ou avermelhada. (Seo et. al., 2007)

A proteina sinalizante Agouti (ASIP) funciona regulando a pigmentacao nos ratinhos enquanto
noutros animais e nos seres humanos nao ¢ bem conhecida a sua fungao.

Em condicdes normais a sintese da melanina nos melanocitos decorre nos melanossomas. A
estrutura dos melanossomas que produzem eumelaninas € eliptica e cont€ém uma matriz fibrilhar
enquanto os pheomelanossomas sdo arredondados e contém uma matriz vesiculoglobular.

Os melanossomas desenvolvem-se em 4 etapas de I a IV (Slominski et. al., 2004).

As células estaminais melanociticas podem ser evidenciadas na regido “bulge” do foliculo piloso,
portanto distintas dos melanocitos diferenciados no bolbo (bulb) do pélo. Como parte do ciclo do
foliculo piloso, os melandcitos diferenciados migram do “bulge” para o “bulb” onde eles exportam
pigmentos para os ceratinocitos geradores dos pelos.

Em situagdes anormais em virtude de mutacdes este ciclo pode ser alterado com as consequéncias
respectivas (Lin e Fisher, 2007).

Em diversas espécies mutacdes no gene Mcl-r (receptor 1 da melanocortina) sdo motivo da
expressdao dominante do pigmento preto.

Uma funcao conhecida do gene agouti nos ratinhos de tipo selvagem € regular a producgado de
pigmentos dos pélos pelos melanocitos, de uma forma que origina a produ¢ao de uma cor agouti na
pelagem .

No principal tipo de pelagens nos ratinhos de tipo selvagem (Wild-type) agouti, os dendritos dos
melanocitos, ttm uma extremidade preta contendo eumelanina, depois uma banda amarela contendo
feomelanina e depois uma base preta. Estas “riscas” sdo geradas pela deslocagcdo ou melhor, pela
oscilagdo do tipo de melanina produzida pelos melanocitos nos foliculos pilosos.

Esta oscilacao é controlada por uma série de produtos de diversos genes, sobretudo pelo receptor 1
da melanocortina (Mc1r) expresso pelos melanocitos e pelos seus dois ligandos, a hormona
melanocito-estimuladora (MSH) e pela proteina sinal agouti (ASP) antagonista competitiva da



MSH (Ref. 61 e 62 citadas em Bennet e Lamoreux, 2003).

O gene Mclr € o velho e ou locus recessivo amarelo no qual a mutagdo com perda de fungdo d4
uma cor predominantemente amarela aos ratinhos, enquanto o ganho de funcdo produz uma
pelagem preta.

A proteina sinal Agouti (ASP) é codificada pelo gene agouti no qual mutacdes dominantes (hd duas
mutacdes dominantes neste gene agouti, a Ay- amarelo letal - e Avy - amarelo vidvel, além das Asy
e Aiy todas causando uma pelagem predominantemente amarela) com ganho de funcdo como a Ay

produz ratinhos amarelos (Bennet e Lamoreux, 2003).

Diversas mutacdes dominantes do gene pigmentante agouti do ratinho tém efeitos pleiotroficos que
incluem a obesidade e pelagem amarela.

O gene Ay € produzido por uma grande delec¢do que afecta a expressao de diversos genes
contiguos: Trés outras mutagdes agouti associadas com a obesidade, Aiy, Asy e Avy resultam de
diferentes alteracdes moleculares. Os alelos Aiy e Avy sdo causados por insercdo de um elemento
particula intracisternal A (retrotransposdes das cisternas do reticulo endoplasmico semelhantes a
retrovirus que codificam particulas semelhantes a virus, IAP) de 1Kb ou 100 Kb respectivamente,
acima das sequéncias codificantes agouti (Duhl, et. al., 1994).

-ALELO AGOUTI VIABLE YELLOW (Avy) EM RATINHO (Epialelo murino metastavel)
( Rakyan e Beck, 20006).

Neste alelo Avy estd integrado estavelmente acima do gene agouti uma particula intracisternal A
(IAP) que € abundante nos genomas mamiferos.

Quando esta sequéncia IAP € desmetilada, um promotor oculto dentro dela origina a expressao
Octopica do gene agouti e o ratinho expressa pelagens amarelas e predisposi¢do para diabetes.

Quando a sequéncia IAP é metilada, a expressdo agouti reverte para o perfil de tipo selvagem e o
ratinho € fenotipicamente normal. (pelagem castanha).

Este fendémeno € observado em ratinhos geneticamente idénticos criados em ambientes controlados
(Ref. 12 citada em Rakyan e Beck, 2006).

A cor da pelagem do fenotipo Avy do ratinho estd associada a diferentes “epialelos” do gene Avy.
(Rakyan e Beck, 2006)

A expressao deste alelo agouti estd pois correlacionada com a diferente metilagdo do DNA, no
promotor obscuro dentro da repeticao terminal longa (LTR) do IAP. A hipometilacio estd associada
com a expressao ectopica agouti e dai a pelagem completamente amarela dos ratinhos, enquanto a
hipermetilacdo esta correlacionada com a expressdao normal agouti e dai uma pelagem agouti
castanha .

O gene murino agouti (Dolinoy et. al., 2007) codifica uma molécula paricrinica assinalante que
promove nos melanocitos foliculares a produ¢do do pigmento feomelamina amarela mais do que o
pigmento eumelanina preto. Recordando os ratinhos amarelos sdo hipometilados no elemento
transposavel acima do gene Agouti permitindo a maxima expressdo ectdpica, enquanto a
hipermetilacdo deste local silencia a expressao ectopica Agouti.

Os ratinhos predominantemente amarelos tendem também a ser mais obesos que os castanhos.



A dieta pode influenciar o epigenétipo como foi demonstrado em ratinhos Avy (ref. 19 citada em
Rakyan e Beck, 2006). Assim ratinhos fémeas gravidas Avy alimentadas com uma dieta rica em
folato (que € um dador do grupo metilo para a metionina) alteram a gama dos fenotipos, das cores
da pelagem, alterando também a metilacdo do DNA dos Avy da descendéncia que possua Avy.

Ocorre portanto a modifica¢ao epigenética nas células das linhas germinativas, dos alelos Avy
murinos, pela suplementacao nutricional (Cropley et. al. 2006).

As ratinhas maes pseudoagouti Avy, mas ndo os ratinhos machos, produzem mais descendéncia
pseudoagouti (Dolinoy et. al., 2007).

A exposicdo a uma suplementacgdo dietética de grupos metilo durante o meio da gestacao
(midgestation) desloca os fen6tipos Avy nao s6 das ratinhas expostas e dos fetos mas também na
sua descendéncia, e a mudanca do estado epigenético do alelo Avy na linha germinativa, sendo este
estado alterado, mantido através da reprogramacgao epigenética que ocorre na gametogénese e
embriogénese, com a dieta das maes influenciando as geracdes descendentes, independentemente de
outras modificac¢des nas dietas o que demonstra que um gene mamifero especifico pode ser sujeito a
modificacdo epigenética da sua linha germinativa.

Alelo murino Axin Fu

Hereditariedade do alelo murino Axin Fu
(Rakvyan et. al., 2003)

O fenétipo caracteristico deste alelo no ratinho, a cauda dobrada, pode estar presente ou ausente
consoante a diferente metilacdo do DNA de um retrotransposao dentro do gene Axin Fu e a
identidade da mutante transcrita adjacente no retrotransposao LTR que se supde ser a causa do
fenétipo.

O estado epigenético do gene Axin Fu pode ser transmitido para a geragdo seguinte apds a
transmissao materna ou paterna, o que contrasta com a hereditariedade epigenética do alelo murino
agouti-viable yellow (Avy) que € transmitido apenas pela fémea.

O alelo Axin Fu tem um retrotransposao (subtipo IA1), intracistemal — A — particle de 5,1 Kb (IAP),
inserido numa orientac¢ao antisense (em relac@o ao locus axin) no intrdo 6 (Ref. 3, citada em Rakyan
et. al., 2003).

Recorda-se que na embriologia dos mamiferos o cilindro do ovo dé origem a um embrido com uma
polaridade axial anterior-posterior (A-P).

O controlo molecular da formacao deste eixo nos embrides de mamiferos é conhecido por estudos
feitos em ratinhos mutantes em que se observou que o locus Fused (Fused gene ou Fu gene) é
extraordinariamente importante tal como os seus alelos espontaneos através da proteina Axin
expressa.

O Fu gene passou a ser designado axin (axin Fu) para o distiguir de outros fused genes na
Drosophila (Zeng e tal., 1997).

Mutacdes deste gene originam efeitos pleotropicos inclusive duplica¢des axiais nos embrides de



ratinhos provocando letalidade embridnica nos homozigoéticos.

O produto deste locus Fused, a Axin € um inibidor da via assinalante Wnt e regula as etapas iniciais
da formagao do eixo embriénico nos mamiferos (Low e Lin, 2004). Esta proteina Axin possui
diversos multidoiinios que interactuam com multiplas proteinas e funciona como um regulador
negativo da via assinalante Wnt regulando negativamente as concentracdes de beta-catenina.

No epialelo murino metastdvel Axin Fu, o gene Axin do tipo “selvagem” codifica uma proteina
axina que inibe a sinalizagdo Wnt estando assim envolvida na formag¢ao do eixo embridénico nos
mamiferos (Ref. 28, citada em Dolinoy et. al. 2007).

Este gene Axin € expresso ubiquamente durante a embriogénese e nos adultos (Ref. 28, citada em
Dolinoy et. al., 2007).

Como referimos o alelo Axin Fu contem uma inser¢ao IAP espontanea dentro do intrdo 6 deste gene
e dai a expressdo de um transcrito de Axin 3~ truncado mas activo biologicamente originado dentro
do elemento transposavel e que origina duplicagdes axiais durante o desenvolvimento (Ref. 28, 29,
citadas em Dolinoy et. al., 2007).

Os ratinhos Axin Fu tém caudas dobradas com graus varidveis desta dobragem. O grau desta
dobragem da cauda estd inversamente relacionado com o grau de metilacao do IAP do locus Axin
Fu (Ref. 4, citada em Dolinoy et. al., 2007).

Caudas muito dobradas e menor metilacdo do IAP dos Axin Fu, caudas normais ndo dobradas e
maior metilacdo do IAP da Axin Fu.

Este epialelo metastavel é pois similar ao Avy (agouti) mas a localiza¢ao do IAP dentro do gene é
diferente.

As maes Axin Fu e os machos Axin Fu produzem mais descendéncia com caudas dobradas.

4.6.3 — Regulacio epigenética, etologia e maneio.

(Cuidados maternais das ratinhas para com a sua descendéncia)
(Rakyan e Beck, 2006)

Weaver e col. num estudo hoje classico (Ref.18, citada em Rakyan e Beck, 2006), verificaram que
diminuicdo dos cuidados maternais pelas ratinhas maes originam uma metilacdo do DNA e
acetilagdo das histonas no gene promotor do receptor glucocorticéide no hipocampo da
descendéncia dessas ratinhas, originando mais tarde na vida dessas crias uma resposta aumentada ao
stress.

O meio envolvente além de induzir a formacao de epialelos pode também reverter o estado
epigenético, consoante o tipo de condicionalismos actuantes a partir desse meio envolvente.

A resposta ao stress fisioldgico € feita através da mobilizagdo das reservas energéticas do
organismo, na conversao destas em formas apropriadas para transporte e utilizagdao, aumento do O2
nos locais em que € necessdrio para respostas comportamentais e limitacdo da utilizacdo da energia
desnecessaria.

Os principais reguladores do stress residem no cérebro, no hipotdlamo, hipocampo e amigdala e na
medula oblongata, glandula pituitdria e glandulas suprarrenais.



O stress fisioldgico ( que engloba injurias, cirurgias, falhas renais, queimaduras e infecdes) é
caraterizado por subidas no sangue do cortisol, glucagina, catecolaminas e hormona do crescimento,
desencadeando também resisténcia a insulina.

O metabolismo basal, glicémia e taxa de dcidos gordos livres no sague também sao elevados.
Ocorre ainda reduzida biossintese proteica e catabolismo proteico aumentado o que talvez se deva &
acdo de interleucinas de monocitos e linfécitos que estimulam a sintese hepdatica de proteinas
reagentes de fase aguda.

Nas respostas neurais ao stress a segregacao de epinefrina formada a partir da tirosina e
fenilalanina, estd assinalada a partir de células cromafinicas da medular da suprarrenal.

A sintese, armazenagem e libertagdo da epinefrina a partir da medular da suprarrenal € regulada por
controlos neuronais e também pelas hormonas glucocorticoides sintetizadas e segregadas pelas
suprarrenais em resposta ao stress.

Em termos bioquimicos a resposta ao stress ao nivel do cortex da suprarrenal assegura a producdo
de epinefrina pela medular da suprarrenal.

O stress origina ao nivel do hipotdlamo a libertacdo da hormona peptidica corticotrifina (CRH
também designada inicialmente por CRF) que vai desencadear ao nivel da pituitdria anterior a
libertagdo da hormona polipeptidica ACTH (adrenocorticotrofina) a qual através dos vasos
sanguineos vai induzir na cortical da suprarrenal a secrecdo de glucocorticéides (GC) e
mineralocorticides enquanto a medular da suprarrenal induzida por neurotransmissores segrega
epinefrina (E) e norepinefrina (NE) tudo isto com as respostas correspondentes ( Figura 17).

Figura 17 ( Ver final do texto)

Programacao epigenética e cuidados maternais nos animais
(Weaver et. al., 2004)

Estudos pioneiros de Meaney et. al. (Ref. Zhang,1998; Strahle et. al., 1992; Breslin et. al., 2001;
Maltier, J.S., 2001; citados em Weaver et. al., 2004), em ratinhos assinalaram que cuidados
maternos de alto nivel das ratinhas maes, modificam o epigenoma da respectiva descendéncia ao
nivel do hipocampo no gene promotor de um receptor glucocorticéide (GR).

A expressdo aumentada deste gene GR aumenta a actividade da serotonina (5_HT) ao nivel dos
receptores 5-HT com a subsequente activacdo do cAMP e da actividade da proteina cinase
dependente do cAMP. Daqui resulta um aumento da expressao no hipocampo da proteina A indutora
do factor de crescimento dos nervos (NGF1A) que € um factor de transcricao

A regido do exdo 1 ndo codificante do GR do hipocampo inclui uma regidao promotora o exao 1(7
)que contem um local para ligagdo com o NGF1A (Ref.16 in Weaver et al.,2004)

No cérebro dos ratinhos descendentes, que receberam altos niveis de cuidados maternos a expressao
do mRNA do GR contendo o exdo 1(7) estd aumentada, o que sugere que este promotor ¢ um
favorecedor da actividade dos cuidados maternais..

Esta descendéncia revelava diferencas no grau de metilacdo do DNA relativamente a descendéncia
de ratinhas com baixos niveis de cuidados maternos, tal como apresentavam uma acetilagao das
histonas alterada e liga¢do do factor de transcricdo NGF1-A ao promotor do GR.

Estas diferencas surgiam ao longo da primeira semana de vida dessa descendéncia, e era revertida
se a descendéncia de ratinhos com baixos niveis de cuidados maternais fosse adoptada por ratinhas
com altos niveis de cuidados maternais ou vice-versa.



A infusdo central (intracerebroventricular) nessa descendéncia ja com os ratos adultos, de um
inibidor da deacetilase das histonas, removeu as diferengas que ocorriam entre os descendentes com
baixos e altos niveis de cuidados maternais, ao nivel da acetilacao das histonas, metilacdo do DNA,
ligacdo do NGF1- A, expressao do GR e efeitos dos cuidados maternais na descendéncia 4s
respostas ao stress.

Concluiram estes investigadores que o estado epigendmico de um gene pode ser estabelecido ou
regulado pelo meio envolvente e € potencialmente reversivel.

No promotor do gene GR, posi¢des CpG, sobretudo naquelas regides onde se liga o NGF1-A, na
descendéncia de ratinhos pouco cuidados pelas maes, estdo metiladas, enquanto se encontram nao
metilados nos grupos de ratinhos descendentes de maes que lhes dispensam altos cuidados
maternos. A metilacdo deste DNA estd ligada ainda com modifica¢des ao nivel das histonas .

Demonstrou-se que o comportamento dos animais pode induzir mudancgas no estado epigenémico
do genoma. Serd portanto a expressao dos genes programada pelo meio envolvente sendo essas
mudancas estavelmente impressas (imprinted) ao longo da vida dos animais.

A magnitude da resposta do eixo HPA (eixo hipotalamico — pituitdria- supra-renal) ao stress agudo é
funcdo ou depende da libertacao do factor libertador de corticotrofina hipotalamica (CRF) que vai
activar o sistema pituitaria-suprarenal.

Ratinhas que dispensam altos niveis de cuidados maternais a sua descendéncia na primeira semana
de vida destes, exibem uma resposta HPA mais modesta ao stress do que aquelas que ndo dispensam
esses niveis altos de cuidados maternais.

O eixo HPA, em resposta ao stress nos animais que receberam bons cuidados maternais nos
primeiros 10 dias de vida em comparag@o com animais sem cuidados maternais adequados, revela
uma redu¢do da hormona ACTH na pituitdria e no plasma sanguineo e também da corticoesterona
da suprarrenal e no plasma saguineo -a principal hormona glucocorticéide no rato- enquanto a
expressdao do mRNA para a GRH (receptor glicocorticéide no hipocampo) aumenta tal como o
mecanismo de feedback glucocorticoide ( Figura 18).

Este efeito parece persistir ao longo da vida dos animais ( Liu e tal.,1997).

Os receptores glucocorticéides (GR) sdo os principais mediadores da acdo dos glucocorticéides no
cérebro.

Quando interactuam com hormonas, os complexos GR-hormonas dimerizam-se e ligam-se com o
DNA modelando a transcricao de uma série de genes.

O hipocampo possui as maiores concentracdes no cérebro de GR e do seu mRNA.

O GR do hipocampo além de diversas funcdes estd também implicado na inibi¢do por feedback
negativo, no eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenocortical (HPA).

O stress ou excesso de glucocorticdides, ou altas concentracdes de glucocorticoides exdgenos
promovem a “down” regulagdao do GR no hipocampo.

Ratinhos com bons cuidados maternais, revelam uma sensibilidade favorecida para o feedback
negativo por glucocorticéides e assim diminuem a expressao do mRNA para o CRH e
consequentemente diminuem também o CRH:

Isto parece devido ao aumento da expressao do GR no hipocampo regido esta fortemente implicada
na regulacao por glucocorticéides por feedback negativo.

O aumento da expressdo do gene GR do hipocampo origina um aumento da inibi¢ao por feedback
da sintese de CRH e de AVP e uma diminui¢do da libertacdo da ACTH da pituitdria durante o stress.



Figura 18 ( Ver final do texto)

Altos niveis destes cuidados maternais afectam portanto o sistema neural da descendéncia que os
recebe, inibindo a sintese e libertagao do factor libertador de corticotrofina (CRF) no hipotdlamo e
amigdala.

Este factor CRF serve para activar centralmente noradrenalina em resposta ao stress. A
noradrenalina aumentada por seu turno regula a actividade HPA através da regulacdo dinamica do
CREF hipotalamico e respostas comportamentais ao stress.

Os glucocorticéides iniciam por feedback negativo a inibicao da sintese e libertacdo do CRF e
assim diminuem as respostas HPA ao stress.

O feedback negativo glucocorticéide é em parte mediado pela ligacdo do glucocorticoide aos
receptores glucocorticéides (GR) numa série de regides do cerebro, inclusive no hipocampo.

Os animais adultos correspondentes a descendéncia de ratinhas que dispensaram altos niveis de
cuidados maternais a sua descendéncia, revelam uma expressao aumentada de GR no hipocampo e
uma sensibilidade feedback glucocorticéide favorecida, em comparagdo com outros animais adultos
que ndo receberam tdo altos niveis de cuidados maternos, revelando os animais com altos niveis de
cuidados maternais a expressao CRF hipotalamica diminuida e mais modestas respostas HPA ao
stress.

Nos ratinhos, o aumento de pavor em resposta ao stress estd também associado com uma
diminui¢do da éeurogenese no hipocampo e com a densidade sindptica (Ref.8,9 in Weaver et
al.,2004).

Resumindo, o aumento nos cuidados maternais durante a primeira semana de vida dos ratinhos,
origina desmetilacdo do DNA, acetilacdo diminuida das histonas e ligacao de NGFI-A (nerve
growth factor-inducible protein A) um factor de transcricdo que se liga no promotor GR especifico
do cérebro (Ref.13 in Weaver et al. 2004)) e um aumento da expressdo GR no hipocampo (Ref. 14
in Weaver e tal.,2004).

Ocorrem pois também influéncias moduladoras, como é o caso do feedback negativo
glucocorticoide que inibe a sintese e libertacdo de CRF diminuindo assim as respostas HPA ao
stress.

Refere-se que o gene promotor do receptor glucocorticéide (GR) no hipocampo pode pois ser
alterado epigeneticamente. Assim na descendéncia de ratinhas que dispensam altos ou baixos niveis
de cuidados maternais LG — ABN (licking/grooming and arched-back nursing) as suas crias, nas
que recebem altos niveis comparativamente as que recebem baixos niveis, ocorre um aumento da
expressao do GR do hipocampo e é favorecida a sensibilidade glucocorticéide por feedback (Ref 7e
9 in Weaver e tal.,2004)).

A descendéncia ja adulta destas ratinhas com altos niveis de LG — ABN, revelam pois uma
expressao diminuida da CRF hipotalamica e respostas HPA ao stress, mais modestas.

H4 sugestdes no sentido de que as diferencas na expressdo do GR do hipocampo servirem como um
mecanismo para diferentes tipos de resposta HPA ao stress.

Portanto o estado de metilacdo de determinados locais alvo como por exemplo do promotor GR
pode modificar-se consoante os cuidados maternais dispensados pelas ratinhas a sua descendéncia.



Admite-se que os cuidados maternos alteram a metilagdo do DNA do exao promotor 1(7) GR do
hipocampo e estas modificacdes podem ser mantidas estavelmente na idade adulta e associadas com
diferencas na expressao do GR e nas suas respostas HPA ao stress.

A hipometilacao de dinucledtidos CpG de regides reguladoras de genes estd associada com uma
estrutura de cromatina activa e com actividade transcripcional. (Ref. 18 — 20 in Weaver et
al.,2004)).

O perfil de metilacdo € pois uma “assinatura” estavel do estado epigenémico de uma sequéncia de
DNA reguladora.

Influéncias do meio ambiente exercidas durante a juventude dos animais podem pois afectar mais
tarde os respectivos fenotipos desses animais através das ocorréncias epigenéticas em epialelos
(Rakyan e Beck, 2006).

Estes epialelos podem surgir em consequéncia de acontecimentos estocasticos (induzidos durante o
desenvolvimento dos animais ou por condicionalismos ambientais) inclusive podem ser devidos a
flutuagdes naturais de proteinas implicadas no estabelecimento de um dado estado epigenético.

Se o epialelo € produzido nos primeiros estadios do desenvolvimento dos animais e se propaga
depois a todo o organismo em formacao, o impacto no fendtipo resultante pode ser muito notdrio,
denominando-se esses epialelos, epialelos metastiveis pois podem existir em estados epialelicos
mas a sua produ¢do ndo € deterministica (Rakyan e Beck, 2006) podendo ser probabilistica e
influenciada por factores genéticos ou ambientais.

A principal diferenga entre variagdo genética e variagao epigenética encontra-se na possibilidade de
esta reverter por manipulacdes apropriadas como sugere Weaver et. al. (2006) . Os dados destes
autores demonstram os profundos efeitos que o meio envolvente dos seres vivos durante os
primordios da vida destes, podem ter sobre o funcionamento do genoma e as suas consequéncias ao
longo da vida no que se refere aos comportamentos na idade adulta.

A expressao dos genes € pois significativamente alterada no hipocampo dos ratinhos adultos em
func¢do dos cuidados maternais que receberam nos primeiros dias de vida.

Weaver e al. (2006) identificaram em ratinhos mais de 900 genes no transcriptoma do hipocampo
que sdo estavelmente regulados pelos cuidados maternais.

Por outro lado a maioria dos transcritos mRNA que apresentavam diferencas de expressao foram

aqueles relacionados com as proteinas transductoras de sinais envolvidos nas vias que regulam a
formacao e funcionamento do cérebro.

4.6.4-Regulacao epigenética e producao animal.

Genes imprinting
(Dolinoy et. al., 2007)

A vasta maioria dos genes autosomais sdao expressos a partir dos alelos de ambos os pais, no entanto
alguns genes reguladores do crescimento sdo controlados por um processo epigenético denominado



“imprinting”gendémico (Ref. 13, 30 citadas em Dolinoy et. al., 2007), forma de hereditariedade nao
mendeliana que como j4 referimos ndo envolve alteragdes na sequéncia do DNA, mas sim
alteracdes na metilacao desse DNA, e modificacdo nas histonas, que sdo transmissiveis através da
divisao celular.

Como vimos o imprinting genémico constitui um fendmeno epigenético no qual apenas um alelo de
um dado gene € expresso, dependendo portanto o fenotipo da sua origem parental (Ref. 1 e 2 citadas
em O’Sullivan et. al., 2007).

Expressao de um simples alelo funcional de um gene imprinting estd pois dependente da origem do
seu ascendente (pai ou mae).

Nestas circunstancias nao ocorre a normal proteccdo permitida pela dipldidia contra mutagdes
recessivas, e por outro lado a funcionalidade destes genes hapldides pode ser desregulada por
factores ambientais ndo genotdéxicos (Dolinoy et. al., 2007).

Nestas circunstancias genes “imprinting” sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de perturbacdes
patoldgicas.

Genes imprimidos
(Thomsen, P.D., 2007)

Os genes imprimidos (imprinted) constituem uma classe especial de genes epigeneticamente
modificados (Thomsen, 2007).

Os genes imprinted s@o expressos preferencialmente quer do alelo herdado da mae, quer do alelo
herdado do pai (Khatib, H., 2004).

Nos mamiferos os genes imprinted regulam o crescimento fetal, o seu desenvolvimento o
funcionamento da placenta e o comportamento postnascimento (Ref. Reik e al., 2003 citados em
Khatib, 2004).

Variacoes no estado “imprinting” dos genes imprinted podem ser responsaveis por variagoes
genéticas, dificuldades nos partos e mortalidade perinatal.

Também diferentes niveis de metilacdo do DNA (uma das formas de regulacdo epigenética) de
genes importantes estdo relacionados com distintas caracteristicas dos animais experimentais
podendo contribuir para a sua resisténcia ou susceptibilidade as doengas (Epigenetic case studies in
agricultural animals).

Este “imprinting” dos genes interfere com a ligacdo a estes de proteinas reguladoras regulando
dessa forma a transcricdo dessa regido genomica.

A diferencga da expressao nos genes imprinted das duas copias do gene € determinada pelo sexo do
ascendente. Assim em alguns destes genes imprinted € a cOpia paterna que € silenciada. (o gene
paterno estd imprinted) e em alguns genes € a copia materna que esta imprinted.

Apenas um pequeno conjunto de cerca de 90 genes (no ratinho e ser humano) dos cerca de 30.000
genes dos mamiferos sao imprinted (http://www.geneimprint.com/site/genes-by-species).

O imprinting dos genes constitui pois um caso especial de modifica¢do epigenética e como



referimos os genes imprinting estdo sobretudo envolvidos no desenvolvimento fetal e do cérebro.

Nos animais das espécies pecudrias existem diversos exemplos dos efeitos dos genes imprinting,
como € o caso do LOS (sindroma da descendéncia grande) caracterizada por um aumento de peso a
nascenca de 8% a 50%, aumento do tempo de gestacdo, problemas respiratérios a nascenca € mais
mortalidade perinatal, e que tém sido assinalados em bovinos e ovinos.

Outro efeito de genes imprinting € o cruzamento de cavalos ou éguas com asininos (burras ou
burros) em que se obtem duas espécies de descendéncia diferindo em diversas caracteristicas tudo
dependendo de que espécie € o pai.

As mulas resultam do cruzamento de égua com burro, e os machos quando se trata do cruzamento
entre burra e cavalo . Parece plausivel que estas diferengas resultem de diferencas do imprinting
gendmico dos cavalos.

Outro exemplo de imprinting € aquele observado em certos desenvolvimentos musculares
demonstrado recentemente em suinos € ovinos.

No caso dos suinos, uma mutacao reguladora no gene Igf2 origina um efeito maior QTL no
crescimento muscular (Ref.11 citada em Thomsen, 2007), enquanto nos ovinos uma mutagao
callipyge influencia o desenvolvimento muscular dos membros posteriores dos ovinos (Ref.12
citada em Thomsen, 2007).

Num estudo muito curioso feito com diversos genes “imprinted” (Khatib et. al., 2007) de ratinhos,
bovinos e seres humanos verificou-se que de 22 genes investigados 11 eram imprinted nas trés
espécies.

Fazemos de seguida uma comparagdo entre as caracteristicas observadas de alguns genes ortélogos

de ratinho e bovinos ( Quadro 9).

Quadro 9 ( Ver final do texto)

Como se verifica no quadro anterior a caracteristica de imprinted de um mesmo gene pode variar de
espécie para espécie.

Diversos autores t€ém procurado averiguar quando os genes imprinted tém caracteristicas das suas
sequéncias nucleotidicas que os distinguem de genes ndo imprinted.

Parece poder-se referir a este propodsito o seguinte (Khatib et. al., 2007).

Genes imprinted versus genes nao imprinted
- Menor incidéncia de SINEs
- Menor densidade de ilhas CpG e SINES nas regides flanqueadoras
- Maior densidade de LINEs

O gene Igf2 de mamiferos o mais estudado a este poposito, e que pode encontrar-se na forma
“imprinted” e ndo “imprinted” revelou que a forma imprinted estd associada com a perda de SINES
(Ref. Weidman et. al., 2004 citado em Khatib et. al., 2007).



Referem-se seguidamente caracteristicas das sequéncias de uma série de genes imprinted em
bovinos ( Quadro 10)

Quadro 10 ( Ver final do texto)

No entanto hd provas acumuladas de que existe uma conservacgao limitada através das espécies no
que se refere aos genes imprinted.
Callypyge em ovinos
Hipertrofia callipyge nos miisculos do esqueleto de ovinos
(Vuocolo et. al., 2007)

Esta mutacdo callipyge nos ovinos origina uma hipertrofia muscular nos membros pélvicos e
lombos, apés o nascimento dos animais, com pequeno ou nenhum efeito muscular nos quartos
anteriores.

Os musculos destes animais, sio menos gordurosos € hd um aumento de 10% no indice de
conversao alimentar.

Ocorrem simultaneamente muitas mudancas na expressdao de uma série de genes imprinted que
flanqueiam o local da mutag@o, uma regido intergénica na extremidade telomérica do cromossoma
18 dos ovinos.

Ocorre nesta situagdo uma diminuicao de fibras do tipo I (oxidativas lentas) e uma conversdo para
fibras do tipo IIX e IIb (glicoliticas de contracao rapida).

Os autores deste estudo propdem uma rede de interac¢gdes destes genes com modificacdo
epigenética das histonas.

O fendtipo callipyge apresenta uma forma de hereditariedade ndo mendeliana, sendo esse fenotipo
apenas expresso pelos heterozigotos que herdam a mutacdo do seu ascendente paterno (Ref. 16, 32
citadas em Vuocolo et. al., 2007).Investigacdes sobre o perfil da hereditariedade do fenétipo
callipyge revelaram que ele s6 € evidente quando transmitido pelo pai e a hereditariedade a partir de
uma ovelha mae afectada ndo origina callipyge, o que sugere que esteja envolvido “imprinting” pois
os genes imprinted sdo expressos a partir de apenas um alelo de uma forma que depende da sua
origem parental ( Murphy et al.. (2006).

O locus callipyge (CLPG) esté localizado num segmento cromossémico de cerca de 400 Kb que contem
quatro genes (DIk1, Gtl 2, Pegl1 e Meg 8) que sdo preferencialmente expressos nos musculos do esqueleto e
sujeitos a impriting parenteral neste tecido.

O fendtipo callipyge nos ovinos afecta s6 os individuos heterozigotos que receberam a mutagao
CLPG (callipyge) do pai ( Georges, et al.. 2003)..

Nos ovinos callipyge os mutantes homozigotos nao exibem o fenétipo de hipertrofia muscular
indicando que uma biologia mais complexa operard , além dos modelos de imprinting standard.



Estd identificada uma tinica mutacdo com troca da base A para G na regido intergénica dos dois
genes imprinted DIk1 e Gtl 2 que origina o fenétipo callipyge.

O DIk 1 € um gene expresso pela via paterna que codifica um membro do factor de crescimento
epidérmico.

O GIt 2 € expresso a partir do cromossoma herdado da mae e codifica multiplos transcritos
“spliced” de diversas formas e que se pensa funcionarem como ncRNAs.

Enquanto a presenca da mutacao callipyge nao altera o “imprinting” destes genes, os niveis de
transcri¢do dos genes ligados em cis com a muta¢do sdo substancialmente influenciados indicando
um efeito local que € independente do imprinting ( Murphy et al. 2006).

A mutacdo CLPG ocorre provavelmente num elemento de controlo de gama extensa dentro do
dominio imprinted DIk1- Gtl 2.

Ha sugestdes de que o tnico modelo de hereditariedade do callipyge, denominado “polar
overdominance” resultaria da combinagao de um Cis-efeito da mutacao CLPG sobre os niveis de
expressdo dos genes do dominio imprinted DIk 1- Gtl 2 e a frans interaccao entre os produtos,
reciprocamente, de genes imprinted.

O dominio “imprinted” DIk 1- Gtl 2 engloba o locus callipyge (CLPG) nos ovinos —vide figura 19 a
seguir- e nele reside um grande numero de genes miRNA expressos da via materna ( Davis et al.,
2006).

Dois destes miRNA genes (o mir 127 e mir 136) sdo processados a partir de um transcrito (anti Peg
11) que € um antisense para Rtl 1/ Peg 11, um gene sem intrées expresso da via paterna.

Davis e col. demonstraram que diversos outros miRNAs sdo processados a partir de antiPeg 11 e
estes regulam Rtl 1/ Peg 11 em trans ao conduzirem a quebra dos seus mRNA através do RISC.

Os miRNA através de RNAI estdao envolvidos nos genes imprinted nos mamiferos.

Resumindo a regido imprinted DIk 1- Gtl 2 do genoma mamifero que nos ovinos engloba o locus
callipyge (que tem uma forma invulgar de hereditariedade) codifica uma serie de miRNAs
expressos pela via materna, cinco dos quais contidos no transcrito antisense antiPeg 11, alvejam
degradando o Peg 11mRNA expresso pela via paterna através de um mecanismo mediado de RNAi
(Lewis. e Redrup ,2005) ,( Figura 19).

Figura 19 ( Ver final do texto)
O dominio “imprinted” DIk 1-Gtl 2 engloba o locus callipyge (CLPG) ovino.

As interacg¢des trans mediadas por RNAi num locus imprinted estdo bem estudadas tal como alguns
ncRNAs imprinted parecem ter efeitos repressivos apenas em cis.

A regido dominio DIk1-Gtl 2 “imprinted” contem trés genes codificadores de proteinas expressos,
provenientes do alelo doado pelo pai, assim como genes de diversas categorias provenientes da mae
expressando ncRNAs

microRNAs (miRNAs) provindo da mae dirigem a degradacad de mRNA proveniente do alelo do
pai expresso pelo Pegl1 por uma via mediada por RNA..



O imprinting do cromossoma materno ¢ controlado por uma regido intergénica, diferentemente
metilada (IG-DNR) acima do Gtl 2, mas o mecanismo regulando o imprinting do cromossoma
paterno nao estd identificado ( Ref. 5 citada em Lewis e Redrup.2005)..

NESP 55 em bovinos
Imprinting do gene Nesp 55 nos bovinos

(Khatib, 2004)

A transmigdo sindptica € mediada pela exocitose de varios neurotransmissores, 0s cldssicos
glutamato, y-aminobutirato, acetilcolina, noradrenalina, dopamina, serotonina e diversos peptidos
secretados normalmente e antes de segregados contidos em grandes vesiculas e a um pl 4cido 4-5,
sendo no seu conjunto designado como cromograninas.

Nestas cromograninas foi caraterizada uma proteina segregadora neuroenddcrina denominada NESP
55 que € expressa na medular da supra-renal, pituitaria e cérebro e que tem um Mr de 55.000.

Esta proteina acidica NESP 55 é processada no interior das vesiculas secretérias para péptidos mais
pequenos (Ischia, et. al., 1997).

A proteina NESP € expressa por um gene “imprinted” exclusivamente transcrito a partir do alelo
materno.

O exdo codificante da proteina secretoria neuroenddcrina Nesp 55, € transcrito exclusivamente do
alelo materno nos bovinos assim como nos ratinhos e humanos.

Até 2001 (Ref. Killian et. al. citado em Khatib, 2004), apenas havia um gene imprinted assinalado
nos bovinos o M6P/IGF2R.

Khatib em 2004 investigou o estado imprinting do locus GNAS1 nos bovinos.

Este locus GNAS 1 codifica a subunidade a da proteina Gs (guanine nucleotide binding protein)
que estimula a adenilato cidase apds estimulacao hormonal.

Esta GNAS tem 4 exdes, os Nesp 55, XL aS, 1A e Gsal.

Até 2006 apenas alguns (poucos) genes “imprinted” t€ém sido referidos (como vimos anteriormente)
nos bovinos relativamente aos seres humanos e ratinhos (Zaitoun e Khatib, 2006).

Nos tecidos bovinos t€m sido assinalados os genes imprinting tais como IGF2R (Ref. 2, citado em
Zaitoun e Khatib, 2006), XIST, IGF2, GLT2 (Ref.3, citada em Zaitoun e Khatib, 2006), PEG3 (Ref.
4, citada em Zaitoun e Khatib, 2006), NESP 55 (Ref 5, citada em Zaitoun e Khatib, 2006), H19 (Ref
6, citada em Zaitoun e Khatib, 2006) e NNAT (Ref. 7, citada em Zaitoun e Khatib, 2006).

O gene H19 codifica uma molécula de RNA ndo traduzida (Ref. 4, citada em Zaitoun e Khatib,
2006), e ¢ um dos genes imprinting melhor estudados, sendo expresso a partir do alelo materno,
nos bovinos,ratinhos e seres humanos, encontramdo-se o alelo paterno silenciado ou préximo do
silenciamento (Ref. 5 e 6 citadas em Zhang et. al. 2004).

A fungad do transcrito H19 nao é clara, embora se saiba que no ratinho e em humanos como esta



proximo do gene Igf2 regula o imprinting deste gene Igf2 (Ref. 8, citado em Zhang et. al., 2004),
através de um elemento de controlo imprinting comum.

A expressao monoalélica “imprinted” do gene Igf2R de diversos tecidos de canideo (Canis
familiaris) ocorre na auséncia de transcripto anti-sense ou metilacdo do promotor.

No caso do gene imprinting Igf2R derivado do cordiao umbilical de canideo, foi identificado o alelo
expresso, como derivado da mae.

O gene imprinted Igf2R de canideo assemelha-se ao gene Igf2R imprinted de ratinho ao ter uma
ilhota CpG no intrdo 2 que é semi-metilado. Contudo ele difere do gene do ratinho no facto da
manutencdo da sua express@o monoalélica, ndao necessitar da expressao de um transcrito anti-sense
do alelo derivado paternalmente, ou da metilacdo do reprimido promotor IGF2R (O’Sullivan et. al.,
2007).

4.6.5-Regulacao epigenética e domesticacao de animais.

Mudancas de comportamento das aves transmitidas a descendéncia
em resposta a alteracoes ocorridas no meio envolvente

Estudos realizados com galindceos, na Suécia e na Noruega por Lindqvist et al., sugerem que a
expressao de alguns genes em resposta ao stress e a alguns comportamentos dos animais sao
transmitidos através das geracgoes.

E conhecido que o stress pode afectar a descendéncia dos animais através de mecanismos nao
genéticos, mas hoje hd evidéncias de que modificacdes epigenéticas hereditarias dos genomas
estardo também envolvidas nesta transmissao a descendéncia.

Neste trabalho referido em cima (Lindquist et. al. 2007) em que se utilizou um cDNA microarray de
todo o genoma das aves ensaiadas verificou-se que as mesmas modificacdes no perfil da expressao
de genes hipotalamicos originadas pelo stress nos ascendentes poderd também ser observada nas
aves descendentes.

Cerca de 31 genes sdo regulados positivamente ou negativamente no hipotdlamo e pituitaria das
aves descendentes de aves stressadas, o que ndo sucedia nas aves descendentes de aves nao
stressadas.

Os autores deste estudo avancam com dois possiveis mecanismos para explicar este fendmeno.
Num deles admitem que as marcas epigenéticas em genes especificos desencadeadas pelo stress,
seriam transmitidos directamente a descendéncia, nao sendo portanto erosionados durante a meiose,
e reforgam esta possibilidade com o facto de em vertebrados estarem assinaladas marcacoes
epigenéticas (epialelos) que sdo preservados através das geracdes constituindo o que se designa por
“soft inheritance” das caracteristicas adquiridas (Ref. 12, citado em Lindqvist et. al. 2007). No outro
mecanismo possivel admitem que a marcagdo epigenética possa ter sido adquirida “de novo” no ovo
através da accdo de hormonas esterdides depositadas pela mae e relacionadas com o stress (Ref. 6
citada em Lindqvist et. al., 2007).

Ainda curiosamente os mesmos autores deste estudo (Lindqvist et. al., 2007) assinalam que a
expressdo dos genes dos ascendentes machos parecem ser mais afectados que a das fémeas.

Estes dados obtidos por Lindqvist e al.nas aves, por comparacio entre aves domésticas (white



Leghorn Layers) e RJF (uma raca ancestral de todas as galinhas domésticas) ( Ref. 13 citada em
Lindqvist et al.,2007), parecem indicar que as alteracdes na expressao dos genes podem estar
correlacionadas com alteragdes do comportamento dos animais, deixando em aberto a possibilidade
de considerar que a domestica¢do dos animais possa ter ocorrido através da selecdo dos animais que
possuam uma capacidade aumentada para responder ao stress do meio envolvente, indo afectar os
fendtipos dos animais descendentes em cativeiro (Lindqvist et. al. 2007).

4.6.6-Epigenética e nc RNAs
Regulaciao epigenética e transferéncia através do zigoto de moléculas de RNA

Hereditariedade epigenética ( ndo-Mendeliana)em ratinhos no gene Kit, associada com
transferéncia zigética de moléculas de RNA

Foi verificado num estudo (Rassoulzadegan et. al.2006) que uma modifica¢do da expressao
fenotipica do alelo do gene codificante do receptor Kit em ratinho era devido a uma paramutacao.

Uma paramutacdo € uma interac¢ao entre locus alélicos que leva a alteragdes hereditaveis no estado
de expressdo de um dos alelos do gene (Richards, 2006), ou seja, a paramutagdo € uma interac¢ao
entre dois alelos de um tnico locus que origina uma mudanca hereditavel de um alelo.

A paramutagdo € uma modifica¢do epigenetica meioticamente estivel que ocorre pois devido &
interaccao entre alelos em heterozigotos.

O locus Kit foi o primeiro exemplo de um gene paramutavel identificado no ratinho ( Arnheiter,
2007).

O gene Kit tem diversas funcdes além da pigmentacdo da pele e dos pélos sendo importante no
desenvolvimento do tracto gastrointestinal, dos mastocitos e das células reprodutivas masculinas
sendo uma citocina receptora (receptor tirosina cinase que recebe e transmite sinais).

O gene Kit compreende 21 exdes e mutacdes neste gene t€m sido identificadas como causa de
diversas manchas brancas na pelagem de cavalos, estando no ratinho referenciadas mais de 90
mutacdes sendo algumas delas responsaveis pelo aparecimento de manchas brancas e pela cor
branca das pelagens.

Um locus paramutavel ( ou seja um locus que pode ser paramutado) € induzido por um locus
paramutagénico ( um locus capaz de induzir uma paramuta¢do) enquanto um locus paramutado é
um locus paramutavel apés a sua modificagdo.

Uma paramutacdo € pois uma variacdo epigenetica hereditavel do fendtipo de um alelo
“paramutavel”, iniciada pela interac¢do em heterozigotos possuindo uma forma “paramutagénica”
do locus.



O gene Kit dos melandcitos sujeito a uma mutagdo pode modificar o alelo Kit do tipo “selvagem”
(wilde type) de uma forma tal que a cdpia do tipo selvagem produz apds isso um fenétipo com uma
coloragdo de pelagem do tipo Kit- mutante-like.

H4 dois modelos para explicar esta paramutagdo a nivel molecular. Num deles a regido de um
cromossoma com a estrutura da cromatina alterada interactuaria com uma regido homologa de outro
e forcaria esta a sofrer uma modificacdo similar, talvez por transferéncia de complexos de cromatina
alterada de uma sequéncia para outra. No outro modelo um longo RNA interferiria com a fungdo de
um locus paramutavel, ou um pequeno RNA interferente (si RNA) levaria a degradacdo de RNA
transcrito do locus paramutdvel com ou sem associa¢do de cromatina alterada. Este RNA
interferente podia provir do locus paramutagenico ou do locus paramutavel. ( Arnheiter, 2007).

O fenétipo paramutado € transmitido de uma forma ndo-Mendeliana.

Nos ratinhos os animais “paramutados” (kit) genotipicamente do tipo Wild, mantém o fendtipo das
manchas brancas na extremidade da cauda (que € caracteristico das mutantes Kit), na auséncia de
alelo mutante (vide figura 20 seguinte).

Rassoulzadegan et. al. (2006) investigaram ratinhos com uma muta¢do Tm 1 Alf no gene Kit,
através de uma construcao obtida por engenharia genética (Ref. 5 citada em Rassoulzadegan et. al.,
2006).

Esta mutacdo Tm 1 Alf abolia a sintese do receptor tirosina Kit, um elemento critico para diversos
processos de desenvolvimento, inclusive para a diferenciacdo germinal, hematopoiese e
melanog ‘wnese.

Homozigotos Kit Tm 1 Alf morriam logo apds o nascimento, e os heterozigotos revelavam manchas
brancas na ponta da cauda e nas extremidades dos membros.

O fenotipo paramutado € herdado com uma extensao fenétipica variavel, dependendo dos
cruzamentos.

O grau de manchas brancas aumenta em sucessivos cruzamentos entre heterozigotos Kit Tm 1 Alf/+
e € mais fracamente expresso nos cruzamentos com parceiros de tipo “selvagem”.

Descendéncia de homozigotos Kit paramutados mantém o fenétipo paramutado quando cruzados
entre si, mas perdem progressivamente este fen6tipo quando cruzados com animais de tipo
“selvagem”.

Homozigotos Kit+/+ nascidos de heterozigotos Kit Tm 1 Alf/+ mantém e transmitem a sua
descendéncia a caracteristica fenétipica das manchas brancas das mutantes heterozigotas que
resultam de uma diminui¢ao do nivel de Kit mRNA com acumulacido de moléculas de RNA nao-
poliadenilado de tamanhos anormais.

Na descendéncia paramutada ( Kit*) ocorre uma reducdo de duas vezes no Kit mRNA
poliadenilado.

Neste estudo antes referido foram feitos cruzamentos entre heterozigotos transportando o alelo de
tipo “selvagem” codificando o receptor Kit, e um alelo anulado (null) produzido pela insercdo da
cassete LacZ-Neo no primeiro exao do gene ( mutacdo Tm 1 Alf).



O alelo Kit + do tipo “selvagem” (um locus paramutédvel) codifica como ja referimos um receptor
tirosina cinase.

No alelo Kit Tm 1 Alf uma sequéncia bacteriana codificadora LacZ foi introduzida, ou melhor,
fundida com os primeiros seis coddes da sequéncia sinal Kit, seguido por um sinal poly A na mesma
direc¢do transcriptional, mais uma cassete de resisténcia a neomocina. Este alelo Kit Tm 1 Alf ndo
produz proteina KIT funcional que € necessaria para a a hematopoiese e leva a morte dos animais
homozigotos logo apds o nascimento. Os heterozigotos sobrevivem mas os reduzidos niveis de KIT
dificultam o desenvolvimento dos melandcitos e dai as manchas brancas de diversos tamanhos na
cauda e nas extremidades dos membros (Arnheiter, 2007).

Os genotipos de ratinhos normais ndo mutados (Kit +/4) (Wild-type) utilizados na investigacdo em
epigrafe, e os genotipos de ratinhos mutados heterozigotos foram identificados através de analises
por PCR e confirmadas por “Southern blot”.

O cruzamento entre ratinhos mutados heterozigotos com ratinhos nao mutados ou entre
heterozigotos mutados e apds anélise dos seus genotipos e fenotipo produziram diversas situagoes.

Assim estes cruzamentos produziam ratinhos com éenotipo Kit tm 1 alf/+ e com as manchas
brancas atrds referidas e ratinhos sem estas manchas brancas e com genotipo Kit+/+ e ratinhos com
manchas brancas e gen6tipo com o alelo Kit+ na forma “paramutada”(fenotipo Kit*).

A ocorréncia desta forma modificada “paramutada” do alelo Kit+ (fenotipo Kit*) ndo se restringia a
descendéncia dos cruzamentos entre heterozigotos, mas observava-se também no cruzamento de Kit
tm1 alf/+ com tipos normais, independentemente da combinagao dos sexos.

O fenotipo paramutado era herdado com uma extensao fenétipica varidvel consoante os
cruzamentos.

Rassoulzadegan et al. verificaram que os heterozigotos Kit Tm 1 Alf/+ produziam Kit RNAs
anormais.

Em condicdes normais Kit mRNAs de tamanho normal sdo expressos em diversos tecidos além dos
melanocitos, inclusive no cérebro e testiculos. Os espermatideos dos animais heterozigotos
exprimem maiores quantidades do que as normais de Kit m RNA com o tamanho normal e também
de Kit RNAs truncados ( tr- Kit RNAs) iniciados de um promotor no intrdao 16 e extendendo-se
pelos exdes 17-21.

As quantidades invulgares de RNA de multiplos tamanhos no esperma dos machos paramutados (
Kit*) e de heterozigotos parece indicar que a sua hereditariedade seja mediada pelo RNA.
Microinjec¢des de embrides de uma célula, com RNA do esperma de machos paramutados ou de
microRNAs (miR-221 e -222) Kit especificos reforcam este ponto de vista.

Provas do papel do RNA no estabelecimento de estados epigenéticos parecem apoiar-se na
transferéncia zigoética de moléculas de RNA:



A presenca de RNA no esperma levou os autores deste estudo (Rassoulzadegan et. al. 2006) a
admitir que a transferéncia desse RNA para o ovo fertilizado constituisse o sinal que levaria ao
fendtipo paramutado, o que foi confirmado pela serie de ensaios realizados ( Figura 20) .

Figura 20 ( Ver final do texto)

A injec¢do de RNA Kit em ovos fertilizados de ratinho pode produzir defeitos epigenéticos
hereditdveis, ou paramutacdes, com relevante perda da funcio de fenotipos pigmentados, o que
afecta os fen6tipos adultos em geragdes sucessivas de ratinhos (Wagner et. al., 2008).

M. Rassoulzadegan (citando Wagner et. al. 2008; Rassoulzadegan et. al. 2006), assinala que
conseguiu a inducao, por RNA e hereditariedade, de uma hipertrofia cardiaca epigenética em
ratinho (Wagner et. al. 2008) assinalando que os seus resultados realcam a diversidade de efeitos
epigenéticos mediados por RNA podendo constituir um paradigma para casos clinicos de doengas
familiares cuja hereditariedade nao € plenamente explicada em termos Mendelianos.

miRNASs como reguladores da expressao dos genes

Admitem alguns autores (McCarthy e Esser, 2007), que os miRNA podem regular até cerca de 1/3
do genoma dos mamiferos, sugerindo-se que os miRNA tenham um papel central na regulacdo da
expressao dos genes (Ref. 28 citada em McCarthy e Esser, 2007).

miRNAs podem afectar mecanismos epigenéticos ao alvejarem enzimas chaves envolvidas no
estabelecimento de memorias epigenéticas (Chuang e Jones, 2007).H4 evidencias recentes que
sugerem que esses miRNAs estdo interrelacionados com a metilagdo do DNA e a modificacao das
histonas.Assim por exemplo o miR-140 alveja a enzima HDAC4 (histona desacetilase 4) envolvida
na modificacao das histonas e € possivel que outros miRNAs interactuem com outros alvos como
por ex: DNMTs (metiltransferases) envolvidas na modificagdo do DNA.

Estd também admitido, que alteracdo na expressao de miRNA especificos dos musculos tenham um
papel na adaptacdo a sobrecargas funcionais em massas musculares (McCarthy e Esser, 2007).

A diferenciacdo de linhagens hematopoiéticas também estd referida como sendo modulada por
micro RNA (Ref.9 citado em McCarthy e Esser, 2007).

E conhecido que o micro RNA — 143 regula a diferenciacio de adipocitos (Ref. 14 citada em
McCarthy e Esser, 2007), e a desregulacdo da expressao do gene micro RNA estd assinalada em
cancro mamario humano (Ref.20 citada em McCarthy e Esser, 2007).

A secrecdo de insulina também € regulada por um micro RNA especifico das ilhotas pancreaticas
(Ref. 32 citada em McCarthy e Esser, 2007), assim como factores midgenicos.

Papeis dos miRNA na biologia muscular e na tolerdncia ao alcool.
(Callis, et. al., 2008)

Durante a hipertrofia dos musculos do esqueleto sabe-se que estd diminuida a expressao dos micro
RNA 1 e micro RNA1339.



Também uma mutagao no gene da miostatina que nestas circunstancias passa a poder interactuar
ilegitimamente com um micro RNA, afecta a muscularidade em ovinos da raca Texel (Clop et. al.
2006; Omia, 2813 e 240-20-91).

No alelo GDF8 dos ovinos Texel na regido 3°’UTR ocorre uma alteracdo de G para A o que origina
um local alvo para os mir 1 e mir206 (miRNA) que sdo expostos em altas concentragdes nos
musculos do esqueleto. Dai inibi¢ao da tradu¢do do gene da miostatina e hipertrofia muscular.

A andlise de bases de dados de SNP (polimorfismos num tnico nucle6tido) demonstra que sao
abundantes mutagdes que possam criar ou destruir possiveis alvos para miRNA, que poderdo por
esse mecanismo regular a variagdo fenétipica (Omia, 2813)

Os miRNA regulam negativamente a expressao dos genes apds a sua transcricao.

Os envolvimentos dos miRNA no desenvolvimento dos musculos cardiacos e esqueléticos tal como

em diversas doencgas relacionadas com as massas musculares inclusive hipertrofia cardiaca,
arritmias cardiacas e distrofias vdo sendo melhor conhecidas ( Quadro 11).

Quadro 11  ( Ver final do texto)

Também curiosamente se verificou o papel de um miRNA na tolerancia ao dlcool.(The role of
miRNA...).

Um dos principais alvos do dlcool no sistema nervoso (sistema hipotalamo-neurohipofisal - HNS e
Striatum) € um canal BK (Slowpoke, Maxik) ou seja um canal de potdssio activado por voltagem e

grande condutancia de calcio.

Este canal BK tem um importante papel no comportamento e tolerancia molecular ao dlcool nos
vertebrados e invertebrados.

O canal BK € constituido por transcritos “splited” alternativamente (isoformas) de um gene tnico
BK que codifica uma a — subunidade, principal formadora do poro deste canal.

A forma e func¢do deste canal BK € alterada por regulacao por um microRNA.

A exposi¢do ao dlcool altera o nivel de expressdo de BK assim como das isoformas que constituem
o canal reduzindo as variantes da transcricao BK, ou seja, dos respectivos mRNA nos neurénios.

O alco6ol aumenta a expressao de um miRNA (mirR-Q) ao mesmo tempo que regula negativamente
a expressdo do mRNA do canal de BK, podendo contribuir para o desenvolvimento do alcoolismo.

4.6.7-Conclusiao sinoptica

Parece iniludivel que uma série de marcagdes epigenéticas nos animais sdo especificas de
determinadas situagdes fisiol6gicas normais e patoldgicas, paranormais, ou resultantes de



determinadas praticas de maneio animal, aprendizagem e memorizacdo, podendo pois ser inferidas
inimeras consequéncias para a pratica de Medicina Veterindria ou da Produ¢do e Maneio Animal.

Sao assim estabelecidos numa base molecular aspectos especificos e provavelmente primordiais de
diversos fené6tipos animais o que até ha bem pouco tempo ndo tinha sido ainda alcangado.

O caricter reversivel de cada uma destas situagdes, a sua transmissao mitética e ou meidtica
parecem abrir o horizonte para novas e amplas estratégias, pois s6 os genomas, entendidos como as
sequéncias nucleotidicas (genéticas), ndo sdo os exclusivos responsaveis pelos fenétipos celulares
ou animais, sendo as marcas epigeneticas ao longo de todo o genoma (epigenoma) determinantes
neste aspecto.

Poder-se-4 afirmar que a medida que os epigenomas forem sendo revelados (e ha varios Consoércios
Internacionais a trabalhar neste campo) além de se dispor de uma poderosa ferramenta no campo da
biologia molecular basica, uma nova era sera construida no mundo da biologia aplicada.

Nota: As designacdes eventuais rato ou ratinho ( mouse para os anglo-saxdnicos) adoptadas no
texto correspondem a espécie Mus musculus enquanto a designagdo ratazana (rat para os anglo-
saxonicos) corresponde a espécie Rattus norvegicus.
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FIGURA -4
Interaccio das proteinas do grupo polycomb com a cromatina
(Adaptado de Rajasekhar e Begeman, 2007)
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FIGURA-5
Modelo esquemético de vias de sinalizacao extra celulares desencadeadas mRNA e ncRNA(
Adaptado de Dinger e tal., 2008)
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Figura 6
Sequéncia parcial do promotor do gene
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Figura 8
Igf 2r Metilacao do gene paterno
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Figura 9

Na figura 9 representa-se a repressdo tempordria dos genes envolvidos no desenvolvimento pelo
complexo proteico polycomb PcG
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Figura 10

Repressdo de genes associados com a pluripoténcia.
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Figura 11

Repressao de genes somaticos.
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Figura 12

Aquisicao de metilacdo do DNA nas células germinativas
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Figura 13

Silenciamento do cromossoma X e de genes imprinted. Modifica¢des de histonas
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Figura 14

Erosdo da metilagdo das PGC
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Figura 15

Erosdo da metilagdo no momento e ap0s fertilizagao
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Figura 16

Proteccdo contra a desmetilacdo durante a fertilizagao
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Figura 17 — Interaccoes envolvidas nas respostas de stress
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Figura 18

Comportamentos das crias de ratinhos que dispensaram ou ndo bons cuidados maternais, durante os
primeiros 10 dias de vida das crias (periodo critico do efeito dos cuidados maternais sobre o
desenvolvimento do eixo HPA)(Nos estudos efectuados pelos investigadores que suportam estes
dados, cada medig¢ao foi significativamente correlacionada com a frequéncia dos cuidados
maternais)

Bons cuidados maternais Auséncia de bons cuidados naternais
Hipocampo
Promotor do gene GR
Metilacdo do DNA . S T
Acetilacdo de histonas ! § T
mRNA GRH T X §
Sensibilidade favorecida para T
feedbackglucocorticoide
Expressdo do gene NGF 1A T i !
Hipotalamo
mRNA CRH g T
AVP 4
Pituitaria
ACTH x § T
Suprarrenais
corticoesterona 8] glucocorticoides T
mineralocorticoides T
Epinefrina T
norepinefrina T
Sangue
ACTH 8] Cortisol T
corticoesterona 8] Glucagina T
Catecolaminas T
Hormona do crescimento T
Glicémia T
Acidos gordos livres T
Biossintese proteica 4
Catabolismo proteico T
Resposta ao stress 2 2 T
Resposta do eixo HPA g T
& Valores diminuidos com significado
estatistico

T Valores aumentados com significado
estatistico



Figura 19

Diagrama esquemadtico do locus DIK1 — Gtl2 ( Genes presentes na proximidade da mutacio callipyge

(A — Q) locus CLPG no cromossoma materno (MAT) e no cromossoma paterno (PAT)

(extermidade telomérica do cromossoma 18 nos ovinos) (adaptado de Lewis e Redrep, 2005) )
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Figura 20
Modelo para a paramutacio no alelo kit

Cauda com Rato Heterozigoto Ratinha normal
marca branca d Kit tm1AIf / + /Cauda sem mancha
| +/ + alelo
f Alelo normal
. Alelo paramutagenico
1* Geragdo P & l
) Ovulo
/ Espermatozoéide
mRNA kit
aberrante
Embriao
2* Geragdo
Q"
Legenda
O macho ratinho heterozigoto tem um
alelo mutado Kit tm1Alf e um alelo
normal (+) e tem a cauda com mancha
branca. O sémen deste ratinho veicula um
mRNA Kit aberrante a partir do alelo
paramutagénico Kit tm1AIf. A
: descendéncia dele derivada ou cruzamento
Espermatozo@e ovulo com ratinha normal (+/4) transmitira do
com mRNA kit pai heterozigoto o alelo normal Kit, mas a

aberrante /

ac¢do do mRNA aberrante originard a
mancha branca da cauda devido 4
paramutacdo do alelo Kit normal. A perda
de mRNA aberrante serd progressiva 4
medida das sucessivas geragdes.

Embrido com mRNA aberrante

32 geragﬁo f +/+

(Adaptado de Soloway, 2006)
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QUADRO — 3 Marcas modificadoras da cromatina em diversas situacdes e regides de um Gene codificador de uma proteina

/// // ﬁjL. sy —— ﬁ// m== Enhancer
s Promotor
- } Sequéncia codificadora
Isolador
H3, H4, H2A H3/K4 H3/K9 H4 K20 H3/K27 H3 K36 | H3 K70
Acetilados Monometil  Trimetil | Monometil Dimetil e | Monometil | Monometil  Dimetil e | Trimetil | Trimetil
trimetil trimetil
Enhancer
Promotor
Gene 5’
activo 3’
Isolador
Enhancer
Promotor + +
Gene 5’ +
activo 3’ +
Isolador
Enhancer
Promotor ++ ++ +
Gene 5’ ++ ++ +
activo 3’ ++ ++
isolador

Adaptado de Schneider e Grosschedl, 2007




Quadro 5
Epialelos transmitidos meioticamente

Locus/epialelo

Organismo

Mecanismo

Estabilidade

Fenotipo

Ref.

Avy

Ratinho

Associada com um
transposdo: o
elemento IAP é
inserido acima
com perda do
estado epigenetico
silenciado esta
associado com
superexpressao

metastavel

Pelagens
amarelas,
obesidade

31

Axinf¥

Ratinho

Associada com um
transposdo: o
elemento IAP é
inserido com perda
do estado
epigenetico
silenciado esta
associado com a
superexpressao

metastavel

Cauda torta

68

MLH1

Ser humano

A hipermetilacao
do DNA na regido
acima esta
associada com o
silenciamento do
gene

metastavel

Predisposi¢cao
para a
formagao de
tumores

71

(Adaptado de Richards, 2006)




Quadro 6

Etapas epigenéticas ao longo da vida

Primeiros estados

Fases ulteriores do

Células adultas

embriondrios desenvolvimento (células unipotentes
(células (células
pluripotentes) paucipotentes

Genes pluripotentes + - -

Genes silenciados a - + -

curto termo

(modificacao das

histonas)

Genes silenciados a + + +

longo termo
(metilacdo do
DNA)

+ activada

- reprimida (silenciamento)




Quadro 7- Sumério da evolucao das etapas epigenéticas ao nivel do DNA e Histonas

durante o desenvolvimento dos mamiferos

1 — Células p
Pluripotentes - ncRNA expresso
- Exclusdo da Pol I
- Modificacdo de Histonas
- e\ou metilacdo do DNA .
\
2 — Células o .
pluripotentes Repressio pelo PcG Desmetilagdo de Histonas
Sistema, metilacdo da , Histonas multitransferases— >
H3K27 e H3K4 e
ecomplexos PRC
3 — Células . .
. 2 Histonas desmetilases?
pluripotentes

(DNMT) DNA metiltransferase—>
Histona metiltransferase

4 -~ Células ~ H3K27 Desmetila¢do de Histonas

pluripotentes 51254 Histonas multitransferases
PRMT5
5 -PGC
inicio - _— Erosao da metilagdo nos PGC
das ilhotas CpG —

Histonas desmetilases?
DNA desmetilase? e

replicacdo?
DNA replicacdo
6 — Gameta
: — DNMT3 a
imaturo

Aquisicao de metilagiodo —*
DNA nas células germinativas



7 —-PGC em

inicio - > Erosdo da metilagdo durante ou
apos fertilizacao —— (Célula pluripotente
DNA desmetilase?
DNA replicagao

Histona metiltransferases

8 — Gameta
maduro DNA desmetilase? Célula pluripotente

Metilagao

— H3K9
Metilagao

H3K4
Metilagao

DNA






Quadro 8

Evolucio das etapas epigenéticas basicas, a varios niveis, durante o desenvolvimento dos animais (mamiferos) e regulacio da expressio dos genes

-

anitcoanatinac

Modificacdes

Desenho da expressio dos

Células embrionicas e sematicas

+ Mantidos (com varias intensidades)

Etapas do
\d

esenvolvimento

- Eroslonada

- Metilagdo da DNA * ) )
- Metilagdo H3K27 - + +
- Metilagio H3K4

- + +

- + ++
- Genes associados com
pluripotencias
- Genes envolvidos no - - -
desenvolvimento (por
proteinas PCG)

oo6cito | zigoto

Modificacdo

Desenho da expressio

dos genes

A
Células germinativas

- Metilagdo doDNA
- Metilacao H3K27

Blastocisto

- Genes associados com -

pluripotencias

- Genes envolvidos no

desenvolvimento

+

++

++

++

adulto

++

++

++

(Adaptado de Reck, 2007)




Gene
DCN
NESP55 - GNAS
H19
IGF2
IGF2R
MAGEL2
MEG3
NAPILS
NNAT
PEG3
XIST
SLC38A4
OSBPL5

+ Imprinted
NI ndo Imprinted
M Materno

P Paterno

Comparacdo entre genes ortdlogos

Ratinho

O L o e e o T

Quadro 9

Bovino

ZZ+HFHFHFHEFHZ

Expressao

ZEovwvwmwvvE<L



Quadro 10

Caracteristicas de genes imprinted em bovinos

Gene Sequéncia | Repeticdes | Repeticoes CpG nas CpG na
codificante | em tandem | em tandem regioes totalidade
(bp) nas na codificantes
sequencias sequencia
codificantes total
NESP 55 13523 1 4 0 2
IGF2 6070 0 22 2 19
IGF2R 102613 11 23 31 36
NAPILS 2354 0 1 1 1
NNAT 1609 0 1 2 4
PEG3 23509 11 18 19 30
H19 1305 0 19 3 22
MEG3 25865 2 22 4 15




Quadro 11

Envolvimento dos miRNA em diversas situacoes

Micro RNA Desenho da expressido Papeis bioldgicos Alvos conhecidos
mi R-1 Coracdo, musculo de Apoptose, Cdk9, delta,
esqueleto cardiogéneses, fibronectina, GDF8,
condugio, GJA1, Hand2, Irx5,
miogénese, KCNJ2, HDACA4,
hipertrofia dos HSP60, HSP70,
musculos do KCNE1, nPTB, Ras
esqueleto 6AP, Rnet
mi R-21 Coragdo, baco, intestino Apoptose, PTEN, TPM1
delgado, colon hipertrofia cardiaca,
tumorigénese
mi R-133 Coracdo, musculo de Apoptose, Caspase-9, Cdc 42,
esqueleto conducio, ERG, KCNQI,
miogénese, nPTB, Rho A, SRT,
hipertrofia dos WHSC2
musculos do
esqueleto
mi R-181 Cérebro, coragdo, pulmao, Miogénese e Hox-All
rim, musculo esqueleto, regeneracgao,
medula dssea, baco, timo hematopoieses
mi R-195 Coracao, pulmao, rim, pele, Hipertrofia Nenhum assinal,
musculo esqueleto cardiaca, Cx43, GDEFS, Fstl1,
miogénese nPTB, Polol, Utm
mi R-208 coragao Hipertrofia Thrapl, SU(fu)
cardiaca,

miogénese




