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APRESENTACAO

A bioética é considerada como um novo territério do conhecimento, inicialmente
seu foco de preocupacao foi direcionado preferencialmente para os campos da relacao
profissional-paciente e pesquisa. Com o passar dos anos, esse horizonte de atuagao
foi gradualmente ampliado, alcancou uma relacéo consistente com as areas social e
sanitaria.

A velocidade das descobertas, de certa forma, ‘roubou’ das sociedades humanas
contemporaneas o tempo necessario e indispensavel para o amadurecimento moral das
respostas frente as ‘novidades’. Portanto, a bioética surge como um novo instrumento
metodoldgico com o objetivo de proporcionar reflexdes e respostas possiveis diante
desses dilemas.

Os conflitos gerados entre a evolugdo do mundo, o progresso tecnolédgico e os
direitos humanos estao cada vez mais frequentes. A discussao bioética pode contribuir
na procura por respostas equilibradas frente aos conflitos atuais e aos das proximas
décadas, isso requer abordagens pluralistas e transdisciplinares a partir da realidade
concreta.

A bioética brasileira apresentou desenvolvimento tardio, porém passou a ser
incorporada objetivamente na construcao sanitarias no pais e no préprio funcionamento
do Sistema Unico de Saude (SUS). De acordo com esse contexto e objetivando a
melhor sistematizacdo e compreensdo da bioética, nesse volume serédo abordas
questdes relacionadas ao desenvolvimento tecnoldgico e cientifico e aos processos
evolutivos e sociais.

Elisa Miranda Costa
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11 INTRODUCAO

Neste capitulo, serdo abordados os
controles epigenéticos que atuam sobre o
genoma, inibindo ou ativando a expressao de
segmentos génicos. Esses sistemas de controle
estdo presentes em todos os mamiferos
e também em leveduras, o que indica seu
importante papel na conservagcao do DNA ao
longo da evolucéo.

O conceito de epigenética foi proposto por
Conrad Waddington, em 1939, com o objetivo
de relacionar a regulacéo da atividade génica
com o desenvolvimento celular, relacionando
a interacdao dos produtos génicos com o0s
diferentes fenotipos. Logo, a epigenética estuda
as modificagcbes que ocorrem na estrutura
da cromatina, mas que nao interferem na
sequéncia nucleotidica. Tais modificacdes irao
alterar a regulacao da expressao génica, sendo
herdaveis em células descendentes. Estas
modificacbes s&o estavelmente herdadas,
sendo cruciais para o desenvolvimento, pois
permitem a diferenciacdo de tipos celulares.
Deste modo, o padréo epigenético que controla

Bases Conceituais da Saude 6
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a expressao génica é transmitido para células-
filhas independentemente da sequéncia do
DNA.

Entre as principais modificagbes que
influenciam no remodelamento da cromatina
e, consequentemente, a disponibilidade do
gene para a transcricdo € a acetilacdo e a
metilagdo das histonas, bem como a metilagéo
na molécula de DNA, que se destaca como um
importante evento na regulacdo da expressao
de genes housekeeping — genes de expressao
constitutiva responsaveis pela manutencao da
maquinaria celular.
fenbmenos

Assim, o0s epigenéticos

possuem papel fundamental na regulagdo
da expressdo génica, podendo ativar ou
desativar a transcricdo de determinados genes,
independentemente de modificacbes nas
sequéncias de bases desses genes.

Estudos em epigenética mostram que
mecanismos relacionados a metilacdo do
DNA e alteracbes nas caudas de histonas
proporcionamumacondi¢cao extraparaocontrole
transcricional que regula a expressédo dos
genes. Esses mecanismos sao componentes-
chave para o desenvolvimento e crescimento
das células. Anormalidades epigenéticas tém

sido associadas a fatores causais de canceres,
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doengas genéticas, doencas autoimunes e no envelhecimento.

1.1 Principios basicos da epigenética

A cromatina é um complexo de macromoléculas formado por DNA e proteinas
de diversas categorias, principalmente as proteinas do tipo histonas, presentes no
nacleo das células eucaribticas. As histonas séo o principal componente protéico que
desempenham um importante papel na compactacao da molécula de DNA dentro das
células.

A unidade estrutural basica da cromatina eucaribética € o nucleossomo, que
consiste em um segmento de DNA enrolado ao redor de um octamero de histonas
(duas de cada uma das proteinas histonas H2A, H2B, H3 e H4), e representa o
primeiro nivel de compactacao da cromatina. As histonas H1 ligam-se a fibra inicial
de compactacéo, na regiao de espacamento entre 0s nucleossomos, e promove 0
dobramento, permitindo o empilhamento dos nucleossomos e a formacao de fibras

cada vez mais compactadas. A figura abaixo ilustra a maneira como a molécula de
DNA é enovelada pelo octamero de histonas.

=
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FIGURA 1: Esquema do enovelamento da molécula de DNA e a formagao do nucleossomo.

Fonte: Os autores.

Essas proteinas possuem sequéncias de aminoacidos que se apresentam
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evolutivamente conservadas e que, em fun¢do de terem uma grande quantidade de
aminoacidos com carga positiva, sdo capazes de ligar-se firmemente a dupla hélice do
DNA. Assim, no nucleo dos eucariotos, todos os processos biolégicos que requerem
acessibilidade ao DNA, tais como replicacao ou a transcricdo, sao dependentes das
caracteristicas precisas da organizacao da cromatina.

Aorganizacéo e o grau de compactagao da cromatina variam em eucromatina, de
aparéncia mais frouxa, menos compactada; e heterocromatina, regides mais densas,
mais compactadas. Essa associacédo entre DNA-histonas e o nivel de compactacéo
da cromatina sdo processos reversiveis. Diferentes mecanismos sdo capazes de
reduzir, temporariamente, a afinidade das histonas pelo DNA, alterando a organizacéo
da cromatina e possibilitando o acesso ao DNA por varios fatores reguladores da
expressao génica.

Uma das maneiras de garantir a flexibilidade da cromatina de acordo com as
necessidades celulares é representada pela capacidade das caudas aminoterminais
das histonas de sofrer varias modificagdes pos-traducionais. Dentre as modificacoes
mais conhecidas que ocorrem nas histonas, podemos citar a adicao e remogao de
grupamentos acetil, fosfato e metil nas caudas dessas proteinas em aminoéacidos
especificos (Figura 2), sendo que a fosforilacdo tem sido associada a condensacao,
segregacdo cromossémica, transcricdo, reparo de danos no DNA e ativacdo da
apoptose dependendo do estado da cromatina. Desta forma, a ativacao transcricional
ocorrera com a descompactacéo da estrutura da cromatina.

Acetilagdo
Metilagao

Fosforilagdo

FIGURA 2: Controles epigenéticos que regulam a expressao génica por meio de alteracdes nas
caudas aminoterminais das proteinas histonas.

Fonte: Os autores.
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1.2 Modificacoes nas Histonas

Neste topico, descreveremos 0s principais mecanismos de modificacdo nas
caudas das histonas. As histonas possuem dois dominios centrais no octamero do
nucleossomo: o dominio globular, que se associa com outras histonas e a molécula de
DNA; e um dominio de cauda com carga positiva que interage com os grupos fosfato
de carga negativa no arcaboug¢o do DNA.

A acetilagdo consiste em uma regulagdo pos-traducional em histonas, com a
introducéo de um grupamento acetila (CH,CO). A acetilagdo normalmente ativa a
transcricao desestabilizando a estrutura da cromatina, estimulando a expressao
génica. Os grupos acetila sao adicionados as histonas pelas enzimas acetiltransferases
enquanto que as enzimas denominadas desacetilases retiram os grupos acetila das
histonas e permitem a restauragcao da estrutura da cromatina, reprimindo a transcricao.

A metilacédo de histonas atua como um regulador epigenético, inibindo ou ativando
a expressdo de genes, dependo do residuo de aminoacido no qual o grupamento
foi adicionado. Uma modificacdo comum € a adi¢cao de grupos metil ao aminoacido
lisina 4 na cauda da histona H3, encontrada frequentemente perto do sitio de inicio
da transcricdo dos genes em eucariotos, promovendo a metilacdo dessa regiao e
consequentemente sua inativagdo, impedindo a expressao génica. No entanto, grupos
metil adicionados ao aminoacido lisina 9 ou lisina 27 na histona H3 e/ou na lisina 20
na histona H4 podem reprimir a transcricdo génica por promover a compactacéao da
cromatina.

Por fim, a adicdo de grupamentos fosfato também consiste em uma modificacao
nas histonas. De modo semelhante a acetilacéo, a adicao de grupos fosfato carregados
negativamente as caudas das histonas pode neutralizar a carga dessas proteinas
fazendo com que percam a afinidade pela molécula de DNA e a cromatina se torna
mais descompactada, possibilitando o acesso da maquinaria transcricional.

2| METILACAO GENICA

Além das modificacbes que podem ocorrer nas histonas, o DNA pode ser
guimicamente modificado pela adicdo de um grupamento metil (CH3) ao carbono 5’
de uma citosina, constituindo o composto 5-metilcitosina, que predominantemente
localiza-se em regides ricas em dinucleotideos CG ligados covalentemente, formando
as chamadas ilhas CpG (citosina-fosfato-guanina). Nestas ilhas, os dinucleotideos
CpG, normalmente, ndo estdo metilados, estando presente em muitas regides
promotoras dos genes que compdem nosso genoma.

A metilacdo, por si sO, pode silenciar a transcricdo génica, uma vez que a
presenca do grupo metil no carbono 5’ da citosina interfere no acesso dos fatores
de transcricdo as regibes que sinalizam o sitio de inicio da transcricdo (chamado

de regides promotoras) para a RNA polimerase, exercendo um papel inibitério na
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transcricdo. Além desta influéncia direta, 0 DNA metilado funciona como um marcador
e recruta proteinas especificas chamadas MBPs — methil binding proteins, que
reconhecem o DNA metilado e recrutam outras proteinas, como as desacetilases de
histonas, constituindo um complexo proteico que aumentam o grau de compactacao
da cromatina naquela regido, impedindo a transcricao. Desta maneira, genes que se
encontram pouco metilados (hipometilados) podem apresentar alta taxa de transcricéo;
enquanto que genes muito metilados (hipermetilados) estao geralmente silenciados.
Regibdes ativas da cromatina possuem DNA n&o metilado e tém altos niveis
de histonas acetiladas, enquanto que regides inativas da cromatina possuem DNA
metilado e histonas desacetiladas (Figura 3). Assim, uma marcacao epigenética &
inserida no DNA, marcando-o especificamente como ativador ou silenciador génico.
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MECP2 ) da franscricdo RNA polimerase IT
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3))) axv_ — 000080 g
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PR T Gene alvo

Cp6 metilado

FIGURA 3: Esquema das alteragcdes reversiveis na organizagcao da cromatina que influenciam a
expressao génica.

Fonte: Os autores.

O sistema intracelular responsavel pela metilagao do dinucleotideo C G conta
com a participacdo de pelo menos trés enzimas independentes, todas elas DNA-
metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b). A DNMT1 é responsavel pela
reproducdo do padréo original de metilacdo apds a replicacdo do DNA. Os sitios
metilados no DNA parental funcionam como molde para a metilacéo correta do novo
filamento, o que garante a manutencdo do correto padrédo de metilacdo anterior.
Esta enzima também € necessaria para o desenvolvimento embrionario adequado,
para o imprinting genético e para a inativacdo do cromossomo X, que serdo tratados
posteriormente neste capitulo. Ja as enzimas DNMT3a e DNMT3b séo necessarias
para a metilacdo de novo, sendo expressas em células embrionarias e tém a funcéo
de adicionar grupos metil em novas posi¢cdes de ambos os filamentos do DNA apos
a demetilacdo global que ocorre no periodo pré-implantacdo. Funcionalmente, os
principais objetivos da metilacdo do DNA seriam: 1) defesa e manutengao da integridade
do genoma; e 2) regulacéo da expressao génica.

Segundo a literatura, os padrdées de metilacdo no DNA flutuam em resposta a
mudancas na dieta do individuo, na heranga de polimorfismos genéticos e devido a
exposicao a substancias quimicas. Os grupos metil sdo adquiridos por meio da dieta e
séo doados ao DNA através de algumas vias. Alteracdes na metilagdo do DNA podem
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ocorrer como um resultado dos baixos niveis de folato (vitamina B,), metionina ou
selénio, que podem trazer graves consequéncias clinicas, como por exemplo, defeitos
na formacéao do tubo neural, cancer e aterosclerose. Tal desbalanceamento alimentar
pode levar a hipometilagdo de oncogenes, que contribui para uma expressao génica
inapropriada, e também instabilidades genéticas, que favorecem o0s rearranjos
cromossémicos e o desenvolvimento de tumores.

A metilagdo alterada do DNA ainda é associada com o desenvolvimento de
varios tipos de cénceres. A hipometilagdo do DNA ativa oncogenes e desencadeiam
uma instabilidade cromossémica, enquanto a hipermetilagao inicia o silenciamento de
genes supressores de tumor. Aincidéncia de hipermetilacéo, particularmente em casos
de canceres esporadicos, varia de acordo com o0 gene envolvido e o tipo de tumor
gue o evento ocorre. Estudos também demonstram o envolvimento das alteracées
epigenéticas com doencgas do espectro do autismo e patologias referentes ao grupos
de genes H19 e IGF2, que por um erro no imprinting genémico podem acarretar em
expressao génica alterada e convergir para a sindrome de Beckwith-Wiedemann e
Tumor de Wilms.

Em suma, a metilacdo do DNA € um mecanismo de prote¢cdo, manutencao da
integridade e regulagéo génica, executado por enzimas especificas. Quando alterado,
pode levar a um desequilibrio genético causador de disturbios embriogénicos,
desregulacéo da expressao génica e doencgas variadas.

2.1 Inativacao do cromossomo X

Ainativacdo do cromossomo X € 0 processo que permite a equalizagdo dadosagem
génica entre os sexos masculino e feminino, através da expressédo de somente um
dos cromossomos X, para a maioria dos genes. Nesse sentido, com a inativagao do
X, a mulher passa a ser funcionalmente hemizigota, assim como os homens séo, em
nivel celular para genes localizados no cromossomo X. Os fundamentos que regem a
inativacao do cromossomo X na mulher foram elucidados por Mary Lyon em 1961 que
formulou a hip6tese de Lyon.

Este processo de inativagdo ocorre em etapas precoces do desenvolvimento
embrionario de varias espécies. O cromossomo X inativo pode ser tanto de origem
materna quanto paterna e a escolha por qual deles serd desligado nas células &
aleatorio. Desta forma, essa inativacao aleatéria faz com que toda mulher represente
um mosaico com relacao a expressao de genes do cromossomo X, pois tera em seu
organismo 50% de células que expressam o cromossomo X paterno e 50% de células
gue expressam o cromossomo X materno. Alteragdes nesse equilibrio sdo comuns em
disturbios envolvendo o cromossomo X.

A partir do momento que o cromossomo X de uma determinada linhagem
parental € inativado em uma célula, todas as células-filhas dessa célula terdo o
mesmo cromossomo parental inativo, isto €, os padrées de inativagdo do cromossomo
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X séo herdaveis. Esse cromossomo inativo € denominado de corpusculo de Barr ou
cromatina sexual em células de mamiferos devido a conformagdo que adquire nas
células soméaticas durante a intérfase do ciclo celular.

Os mecanismos de inativacdo do cromossomo X podem ser divididos em:
contagem, escolha, iniciacdo, estabelecimento e manutencdo. Todos esses passos
séo controlados geneticamente e de maneiras distintas. O principal local de controle
da inativagdo do cromossomo X é conhecido como XIC/Xic (centro da inativagéo do
cromossomo X), localizado no cromossomo Xg13.2 em humanos.

O Xic possui pelo menos quatro genes que participam desse processo: Xist,
Brx, Tsix e Cdx4. O mecanismo € iniciado a partir do Xic, se dispersando de modo
bidirecional ao longo do cromossomo X, onde determina quantos e quais cromossomos
X serao inativados. Além desse mecanismo, ha também a compensacao da dosagem
génica entre os cromossomos X. Esse segundo mecanismo, € mediado por um
complexo proteico que inclui um transcrito de RNA nao codificante chamado de Xist
(fator especifico de transcricdo do cromossomo X inativo). Em estagios muito precoces
do desenvolvimento embrionario, os dois cromossomos X estéo ativos nas mulheres,
e oXist pode ser identificado em ambos.

Com o silenciamento de um dos cromossomos X, o Xist é transcrito somente
no cromossomo X inativado. Desta maneira, enquanto o cromossomo X inativo se
distingue pela expressao do RNA Xist, 0 cromossomo ativo se caracteriza por expressar
um longo transcrito antissenso ao Xist, chamado Tsix. A expressao do Tsix € requerida
para o desligamento do Xiste evita a inativacdo do cromossomo X ativo. O cromossomo
X inativo inclui hipermetilagao das ilhas C G e hipoacetilagao das histonas H4. Sabe-
se hoje que cerca de 1/6 dos genes do cromossomo X inativo escapam a inativagao,
dentre eles o gene Xist.

2.2 Imprinting parental ou genémico

Em organismos diploides, apesar da extensa homologia genética ao longo dos
pares de cromossomos, existe uma assimetria funcional de genomas. Em muitos
casos, como por exemplo, em determinados periodos de desenvolvimento ou em
alguns tecidos, 0 genoma paterno néo possui exatamente a mesma funcéo do genoma
materno e, portanto, ndo sdo necessarias duas copias dos genes, mas sim, apenas
uma cépia ativa.

Nesse sentido, estas regides genémicas de organismos normais, portadores de
um cromossomo de cada genitor, ndo possuem dois alelos ativos do mesmo gene,
pelo contrario, um dos alelos esta silenciado por um fenébmeno molecular denominado
de imprinting genémico ou parental.

A marca parental concedida ao gene para o imprinting € representada pela
metilacdo do DNA de um ou mais dinucleotideos CpG na proximidade do gene que
sera regulado por este mecanismo. O processo € regulado por regides de controle
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de imprinting (RCI) - do inglés imprinting regulator center - e acontece na linhagem
germinativa parental. Desta forma, determinado gene que serd silenciado sera
metilado apenas na linhagem germinativa paterna ou materna, nunca em ambas.
Logo, o termo imprinting parental esta relacionado a ocorréncia de modificagcdes
epigenéticas aleatérias que resultam em conformacgdes especificas para a cromatina
do alelo “imprintado” que, embora nao modifiquem a sequéncia de bases do genoma,
regulam a expressao génica.

Dependendodaregiaoem questéo, o padraonormal de imprinting é o silenciamento
do alelo materno, enquanto em outras regioes, ocorre o silenciamento do alelo paterno.
Durante a fecundacéo, os gametas apresentam-se diferentemente metilados, de modo
gue o embrido apresente, nos estagios mais iniciais de desenvolvimento, diferencas de
metilacao nos dois alelos. Portanto, o espermatozoide e o 6vulo apresentam padrdes
especificos e diferentes de metilacdo. Ja nas fases posteriores do desenvolvimento
embrionario, ocorre uma ampla demetilacdo do genoma desse embrido, fazendo
com que células germinativas primordiais que irdo originar os gametas permanegam
demetilados até a diferenciacado gonadal, quando ocorrera a metilacdo de novo. Com
isso, um gene metilado herdado do pai pode adquirir um novo padrdao de metilacao
guando € transmitido para uma prole de sexo oposto, ou seja, um homem que tem uma
marca epigenética em suas células germinativas pode ter filhos do sexo feminino que
originardao gametas com a marca epigenética feminina. Desta forma, compreendemos
a importancia de restabelecer os padrdes de imprinting parental a cada nova geracgao.

Como um alelo &€ sempre silenciado, estes sao especialmente sensiveis
a mutagdes que causam a perda total da funcdo alélica. Mutagcbes em genes que
sofrem imprinting parental sdo associados a varias doencas genéticas. O exemplo
mais caracteristico desse evento é representado pelas sindromes de Prader-Willi e
Angelman.

A sindrome de Prader-Willi é ocasionada por delecbes no cromossomo 15
paterno, passando o individuo a expressar somente o alelo materno; quando a perda
envolve o cromossomo 15 materno, apenas o alelo paterno sera expresso e caracteriza
a sindrome de Angelman. A tabela 1 apresenta algumas caracteristicas clinicas dos
pacientes acometidos com as sindromes.

Sindrome de Prader-Willi Sindrome de Angelman
Deficiéncia intelectual Grave deficiéncia intelectual
Compulséo alimentar Microcefalia
Obesidade Disturbios convulsivos
Maos e pés pequenos Desordens do sono e da fala
Baixa estatura Ataxia

Atraso no desenvolvimento sexual

TABELA 1: Principais caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes com as sindromes
de Prader-Willi e Angelman.
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Além dessas sindromes, defeitos epigenéticos sdo também encontrados em
outras sindromes, como a sindrome de Silver-Russel, a sindrome de Beckwith-
Wiedemann e a diabete neonatal transitorio.
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