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1. Introducao

Num mesmo organismo pluricelular existem diferentppos de células e as
diferencas sdo induzidas pelo controle dos genessga transcritos (activados) em cada
célula. Algum processo devera actuar no DNA pamagses diferentes tipos de células se
formem durante o desenvolvimento do ser vivo, deacfiorma, todas as células sométicas
do organismo, possuidoras da mesma carga cromass@ariam idénticas. O processo de
controle da transmissdo de genes activados e destd, de uma geracdo de células as
seguintes, ainda nao esta bem esclarecido. O gsabseé que muitas células mantém as
suas caracteristicas Unicas quando sao estabslemidaulturain vitro. Os mecanismos
regulatérios envolvidos devem ser estaveis e, umaegtabelecidos, sdo transmitidos as
células-filha quando a célula se divide. Existemogimodelos para explicar os mecanismos
da regulacdo génica. A metilacdo do DNA (uma meatiio quimica que se observa pela
ligacdo de um grupo metil ao carbono 5 da citosifidg. 1), suprime a transcricdo de
determinados genes e também promove a alteracéstidaura da cromatina para formas
mais condensadas. Mas, o modelo proposto paraa&xplinfluéncia da metilacdo do DNA
na expressao geénica, ndo deixa de ser polémico paia uma grande parte dos genes
envolvidos nesse ultimo fendmeno, torna-se nedess@ontrole adicional de determinadas
proteinas regulatorias.

Pretendemos expor alguns dos argumentos e ewadéadavor e contra a relagéo
causal entre a expressdo génica e a metilagdo doeh)Nm particular, a influéncia deste
processo nos fendbmenos da inactivagcdo dos genesamtacdo parental do gendmio, da
diferenciagcéo e do envelhecimento das células an@mos.
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Fig. 1- Processo de metilacdo da citosina (Adaptadoali@&ly, 1989).

2. Causa ou consequéncia

No inicio dos anos 70, alguns estudos incidirabneso efeito da metilacdo de bases
do DNA na accdo das enzimas de restricao, cujol gagestruir o DNA dos bacteriofagos
e portanto impedir (restringir) o fago de ser ipmado nas bactérias. O DNA dos
procariotas contém bases ligadas covalentementa grupo metil, a 6-metil adenosina
(6mA) e a 5-metilcitosina (5mC). A metilacdo dediases protege as bactérias das enzimas
gue elas proprias fabricam. Essas enzimas, que t@mpriedade de reconhecer e cortar o
DNA em sequéncias de nucleétidos especificas (Jadd, em geral, incapazes de o fazer
se essas sequéncias forem metiladas. Por exem@ozima Hpall (obtida a partir de



Haemophilus parainfluenza Il), corta normalmente a cadeia de DNA quando etmaoa
sequéncia CCGG mas, ja ndo o faz, se a segundmaitestiver metilada. O DNA deixa de
ser digerido pelas enzimas de restricdo quanddaséinente metilado ou pelo menos se o
estiver, nas sequéncias que deveriam ser cortBoasfier, 1983).

Tab. 1 - Exemplos de endonucleases de restricdo e regesitios de corte no DNA.
Todas as enzimas, excepto a Mspl, sdo inibidasdguarsequéncia CG é substituida pela
5mCG. Notar que todas as sequéncias sdo palindrantastém a mesma sequéncia de
nucledtidos numa cadeia e na complementar (Adamtadehrlich & Wang, 1981).

Endonuclease Sequéncia de
reconhecimento

Hpall CCGG

Mspl CCGG ou C5mCGG

Hhal GCGC

Xhol CTCGAG

Smal CCCGGG

Sacll CCGCGG

Sall GTCGAC

Xorll CGATGC

O DNA dos animais e plantas superiores conténsinéometilada na sequéncia CG,
embora nas plantas a sequéncia CXG (X=qualquer),btm®bém possa ser metilada
(Doerfler,1983; Holliday, 1989). S6 uma fraccdo dissinas dessas sequéncias é metilada
e a distribuicdo da metilagdo ndo é ao acaso. Aliwsis de citosina metilada séo
encontrados em regides ndo expressas do gendémicetaeocromatina (local altamente
condensado da cromatina), na regido centroménna;egtos tipos de DNA satélite, etc.
(Klass & Amasino, 1989).

Certos estudos demonstraram que 0s genes estopouco metilados em tecidos
onde sdo activamente expressos e muito metiladds@dos (ou no mesmo tecido noutro
estadio de desenvolvimento) onde estdo silenci@edar, 1988). Entdo, provavelmente a
metilacdo do DNA deverd estar envolvida na expcegsgfica. A cromatina que contém
genes activamente expressos € mantida numa eatrgigr a torna mais susceptivel ao
atague das nucleases e, presumivelmente, maisvatess factores de transcricdo do que
a cromatina que contém genes inactivos. A hélicBNa esta normalmente enrolada para
a direita, numa estrutura designada de B e, pasecealterada, apds o processo de
metilacdo. A estrutura em Z, que enrola para aerdqu(Fig. 2) torna-se mais comum no
DNA fortemente metilado. Em geral, os segmentoBN& mais favoraveis a conformacéo
em Z, sdo as sequéncias repetidas de dinucledilaitosina e guanina. A presenca de
citosina metilada modifica o equilibrio entre arestra B e Z, o que parece ser devido a
condi¢cdo hidrofobica do grupo metil (Riehal., 1984).

Talvez a metilagcéo influencie profundamente a@adt#o da estrutura da cromatina e
que, de alguma forma, isso conduza a inactivacicgyéAs sequéncias muito repetidas do
gendémio parecem favorecer a forma em Z do DNA asesxgides sdo, em geral, menos
sensiveis as endonucleases. Existem evidénciasedesgas zonas sao fortemente metiladas
e também que contém muitos genes inactivos (Felde&f McGhee, 1982; Riclet al.,
1984; Klaas & Amasino, 1989). Ainda néo € clar@lagido entre o aparecimento da forma
em Z do DNA, a sua metilagéo e a inactivacdo doggeno entanto, uma relacdo causal
entre os fendmenos € uma ideia muito atractiva.



B DNA

Fig. 2- Z-DNA, enrolamento para a esquerdpg B-DNA, enrolamento para a direita) (
(Adaptado de Rickt al., 1984).

3. Regulacdo da expressao génica e metilacdo

A regulacdo da transcricdo genética € um proapssse desenrola a varios niveis e
qgue envolve a interaccdo de um grande numero derégcque actuam em sequéncias
determinadas do DNA. Um desses elementos, € agooafido local do gene, que
determina a acessibilidade de varios factores arelil requeridos no processo de
transcricdo. A metilagdo do DNA fornece um mecaaisia alteracéo da estrutura do DNA
de forma estavel e, pode por essa via, ter um papekgulacdo da actividade génica
(Holliday & Pugh, 1975; Cedar, 1988)

N&o é s6 por mera analogia que se compara a afdiordo DNA com a linguagem
escrita. A acentuacao pode modificar inteiramengerdido de uma palavra que se escreva
da mesma maneira. Por exemplo, as palayas: e por sdo, respectivamente, uma
preposicdo e um tempo de verbo. Assim, pequenasificagdes podem alterar
drasticamente o sentido de uma frase. Também no, BNAetilacdo de certas bases em
posicBes muito especificas, fazem lembrar as efiermadevidas a acentuagéo utilizada na
linguagem escrita.
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Fig. 3 - A transcricdo de um gene pode ser iniciada quamda proteina reconhece uma
sequéncia especifica de basas A metilagdo em zonas regulatérias dos gebg¢pode
inactivar o gene impedindo a sua ligacdo esseaciaha proteina activadora (Adaptado de
Holliday, 1989).

O padrédo de metilacdo do DNA é mantido ao longo gtaacdes de células através da
accdo das metiltransferases de manutencédo. Exestgl@ncias bioquimicas de que essas
enzimas actuam na cadeia de DNA hemimetilada papés a replicacdo (Gruenba@n
al., 1982). S6 a cadeia sintetizada de novo serdadetiExiste uma simetria na metilagdo
das duas cadeias pelo facto das sequéncias metdadam CG: as bases CG numa cadeia
emparelham sempre com as bases GC, na outra. iéamildas metiltransferases (v. g.
através de analogo da citosina) gera DNA desmet{lEdlliday, 1989)

No entanto, o esquema proposto para manutencagatbdes de metilacdo do
DNA ao longo de geracdes de células ndo explicaocémue eles podem ser alterados,
durante o processo de desenvolvimento do organi8fgans cientistas propuseram que a
presenca de 5mC no DNA poderia actuar como um gimalfacilitaria quer a activacao
quer a inactivacdo de genes. Em especial, a nigilegy zonas regulatérias dos genes (ou
proximas), poderia levar a ligacdo de inibidoredrdascricdo ou entdo a nao ligacdo de
activadores, como pode ser observado na FiguraBd&y, 1989).

4. Evidéncias

4.1. "Desligar" o cromossoma X!

Nas células somaticas das fémeas dos mamifera®simois cromossomas sexuais
é inactivado. A metilacdo do DNA podera estar engdal no desactivar de um dos dois
cromossomas X, que se verifica logo no inicio dsedeolvimento embrionario, em cada
célula somatica. O processo € aleatério, nalguréhdas é desligado o cromossoma X



herdado da mae e noutras o cromossoma X paterodidgyy & Pugh, 1975; Razin &
Riggs, 1980) .

Existe uma regido especifica em cada cromossontmnKecida por centro de
inactivacdo, com um papel crucial na determinagcdoadtivacdo ou desactivacdo do
cromossoma e que é reconhecido por uma enzima ifespe&ssa enzima, apdés o
reconhecimento, metila ambas as cadeias dess@,cantrcromossoma destinado a ficar
inactivo. A metilagcdo ndo se observa no cromosdmmadlogo, supde-se que a enzima tem
uma baixa afinidade para o substrato e que seiceeriima reaccdo muito rapida que
blogueia a metilacdo neste cromossoma (Doerflé83;18olliday, 1989). Este modelo foi
confirmado através do uso da azacitidina. Estatdotia € um analogo da citosina que
bloqueia a accdo das metiltranferases, talvez @owuimn atomo de azoto a substituir o
carbono 5. Os investigadores verificaram que ofgeailenciosos do cromossoma X
(inactivo) eram desreprimidos pela exposicdo dhgaséao analogo da citosina (Mohandas
et al. 1981, citados em Doerfler, 1983).

O mecanismo pelo qual a azacitidina provoca dilag@& ndo € muito claro. O
anélogo da citosina € incorporado no DNA e inibmatilacdo. A falta de um atomo de
carbono "metilavel" na posicdo 5 parece ndo expiitairamente o fendbmeno, visto que a
extensao da desmetilacdo excede largamente adpdstile azacitidina incorporada. Por
outro lado, nem todos os genes podem ser activao® uso de concentracdes nédo letais
de azacitidina (Felsenfeld & McGhee, 1982; Wolf &gkbn, 1982). Talvez certos genes
necessitem, para serem activados, de uma desi@etitagis intensa do que aquela obtida
por niveis ndo toxicos de azacitidina. Mas, esteod® de activacdo génica ndo é muito
preciso: os efeitos observaveis da desmetilacasgudtém a partir determinadas enzimas
de restricdo, pelo facto de passarem a cortar diates ndo cortavam, nao indicam
necessariamente que o DNA foi desmetilado nosdamaile 0s genes estavam reprimidos.
Por exemplo, resultados obtidos por Wolf & Miged88§2), indicaram que a extensao das
mudancas nos padrdoes de metilacdo do DNA no cramas¥, apos tratamentos com
azacitidina, depende da sonda de DNA usada, oudsejayenes investigados. Neste caso, a
relacdo exacta entre a inactivacdo do cromossoreaaXmetilacdo do DNA permanece
desconhecida.

4.2. "Marcacao" parental do gendmio

Mendel nas suas experiéncias com linhas purasvilgas-de-cheiro, verificou que a
geracédo proveniente do cruzamento de plantas calmasrredondas e plantas com ervilhas
rugosas produzia sempre ervilhas redondas, indepterdente do tipo de planta usada
para "pai" ou para "mae". Esta observagdo € veirdapgara uma grande quantidade de
caracteristicas. Recentemente, no entanto, gestasice embriologistas descobriram um
tipo de caracteristicas que ndo obedecem a essa fefyansmissao destas caracteristicas €
governada por um fendémeno dendrcacdo” do gendmio Este processo marca,
temporariamente e de forma diferente, os genespi@ves das fémeas ou dos machos
(Fig. 4). Os descendentes que recebem os genefaladn consequentemente diferentes
daqueles que recebem os genes do pai. Neste easodd ser indiferente de qual dos pais
0 gene é herdado (Sapienza, 1990).

Cattanach e Kirk (1985), utiizando uma metoddode fusdao dos cromossomas,
obtiveram ratos completamente diferentes daguele€gntinham o par maternal, quando o
dador do par de cromossomas era 0 pai (ambas &s agsse par de cromossomas era
proveniente de um s6 dos pais). Concluiram quesosggeram modificados ou marcados
de forma diferente consoante a sua proveniéncie fasaternal ou parental. Os mesmos



investigadores demonstraram, também, que o efaitbatcacdo gendmica ndo persistia na
geracgao seguinte e, por isso, que ndo era umagitepermanente no cromossoma. Entéo
na meiose teria de haver uma reprogramacgdo genAtéa disso, a marcacdo gendmica

parece ser fundamental para um desenvolvimentoat@onembrido (os ratos possuidores

de pelo menos um par de cromossomas de uma s@éanbatal, raramente sao viaveis).
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Fig. 4 - Marcacgéo parental dos cromossomas, para congd@erer texto (Adaptado de
Holliday, 1989).

Os cromossomas sao marcados de tal maneira quee @igam maternal ou paternal fica
perfeitamente clara (Fig. 4-a), e pode persistindie varias geracdes de células somaticas
(Fig. 4-b). A "marcacdo" que parece ser devidat@ag@o ou inactivacdo diferencial dos
cromossomas de origem materna e paterna é, not@ntdterada durante a meiose. A
marcacgao original é apagada e substituida pelaag@wcrespectiva, devido ao sexo do
individuo (Fig. 4-c). Entdo, os cromossomas do respglmesmo 0S cromossomas que
passaram para 0 macho através da mae) obtém umacd@amasculina e os cromossomas
do 6vulo obtém uma marcagéo feminina (Fig. 4-d).

Baseados nestes resultados, varios investigadiofesram que a marcacao
gendmica deveria ser o resultado de uma modificagd®NA, e a metilagdo do DNA
poderia constituir uma explicagdo muito atraentegénes parentais estariam metilados de
forma diferente dos maternais e essa metilacda sasceptivel de ser alterada durante a
formacao dos gametas (Holliday, 1989; Sapienzad;1P@nket al., 1991).



4.3. Diferenciagéo e envelhecimento

Se uma célula somética apds a diferenciagéo arigimso tipo de células, podemos
perguntar por que razdo as células germinativagnaetém totipotentes, i.é., com
capacidade de regenerar todo um ser vivo por compkparentemente as células
germinativas seguem um percurso diferente dasasékdmaticas. Quaisquer alteracdes
epigenéticalsdestas células sdo modificadas durante ou mestes da meiose. Verifica-se
uma reprogramacao genética e pensa-se que a Ss@ [passa envolver alteracdes nos
padroes de metilacdo. Evidéncias desses aconteosn&ram referidas por diferentes
autores, por exemplo, Frank (1991) e colegas, oguaré&ncias efectuadas em cultura de
embribes de ratos transgénicos, observaram quempressdo dos novos padrdes de
metilagcdo era um processo que se verificava logmiom da formacdo do embrido, pela
accao combinada de desmetilases e metilases "@é.nov

A reprogramacao dos gametas, pelo menos em anir@aissido proposto como
uma das funcdes da meiose, para além da recombieagd reparacdo do DNA (Holliday,
1987b). Essa reprogamacdo €, como vimos, essqmaial devolver aos gametas a
capacidade de totipoténcia, mas tem sido consided@pensavel nas plantas, visto que
uma s6 célula pode dar origem a um organismo mtBialmgreret al. (1991), com tecidos
de cenoura, concluiram que um dos niveis mais ddesvde 5mC foi encontrado na fraccéo
de células contendo as precursoras dos embridedtisos) portanto a capacidade e a
intensidade de desdiferenciacdo das células vegeeece estar relacionada, também, com
a metilagdo do DNA. Mas, Morrish & Vasil (1989),tatam que o0 DNA de uma graminea
(Pennisetum purpureum Schum) é muito metilado e que a perda de competénci
embrionéria (em cultura de tecidos) parece naa dégeda a uma elevada alteracdo na
metilacdo do DNA. Contudo, € possivel, segundo esmmos autores, que a competéncia
celular seja controlada por mudancas nos padroeseticdo, que ndo sdo detectiveis
pelas técnicas actuais. Talvez um método mais ¥ing, a utilizacdo de sondas de DNA,
possa ser mais conclusivo.

Os tecidos celulares, excepto as linhas de paiearipermanentgscomecam a
funcionar de uma forma menos eficiente ao longotatopo, i.€, envelhecem. Um dos
modelos propostos explica que talvez exista umamalagdo de "erros" devido a
deficiéncias graduais nos mecanismos de reparagddNh. O padrao de metilacdo das
células vai sendo alterado a medida que a célulalrete, por perda de grupos metil,
activando-se eventuais genes indesejaveis (Hqllitia§9). Se se assumir que existe uma
determinada probabilidade de que um grupo metilpejdido de cada vez que um célula se
divide e que a metilagdo de "novo" ndo ocorre, MA@ que ocorre a uma taxa muito
baixa, podemos concluir que o nivel de metilacdo aiula devera diminuir
progressivamente (Holliday, 1987b). Foram feitagligiees do nivel de 5mC de células
humanas, de hamster e de rato, em cultura. Ostigsdsres observaram que o nivel de
5mC declinava em todas as espécies, ao longo dasdgs sucessivas de células, mas mais
lentamente para as células humanas que tém umaespenédia de vida mais alargada, do
gue as células de hamster e de rato (Wilson & JAr883) citados por Holliday, 1987b)

1 As alteragdes na actividade dos genes durante endsimento do ser vivo sdo referidas como
epigenéticas.

2 As linhas permanentes podem escapar a senesgingiae aparentemente possuem a capacidade de
restaurar os grupos metil através da ac¢éo datasesi'de novo".



Existem outras evidéncias experimentais que miaon o envelhecimento com a
desmetilacdo. Hayflick & Moorhead (1961) citados Pasting (1992), constataram que 0sS
fibroblastos humanos, em cultura, ndo se podendidmdefinidamente, existe um limite
preciso ao numero de divisées (aproximadamenteaSfartir do embrido recentemente
formado). Esse limite é chamado o limite de Hayficfoi reconfirmado varias vezes. Como
conclusdo, foi inferido que a duracéo de célulaceltarain vitro, sera fungdo do nimero
de divisbes midticas e ndo da idade cronolégicte Bspecto podera estar directamente
ligado a uma diminuicdo dos locais metilados, cagaque se efectua uma divisdo, o que
foi observado em tratamentos usando azacitidine, lguaram a morte prematura das
células. Também se constatou que o nimero de csomas X inactivos, que vao sendo
gradualmente activados, aumenta com o envelhe@ngeldlliday, 1987a). Mas, Palmgren
et al. (1991) ndo encontraram nenhuma correlagédo enggtamlo do desenvolvimento, a
idade do tecido de cenoura e o nivel de metilagh®MNA. Contudo, como o DNA das
plantas é bastante mais metilado do que o DNA disa#s (mais de 40% dos residuos de
citosina das plantas estdo modificados, contrab%anos mamiferos) talvez os métodos
usados para a medigcdo da 5mC, neste caso, poseat@r r&ido suficientemente precisos.
Outros autores encontraram, nas plantas, uma elengddcdo entre a sensibilidade as
nucleases, a configuragdo da cromatina e uma reddgénivel de metilagdo do DNA
(Klaas & Amasino, 1989).

5. Consideracgdes finais

A metilagdo do DNA, parece de facto estar metitid'®ido"”, o que esta de acordo
com o pressuposto inicial de que de alguma mareideterminante no controle de
expressao genética, o que por sua vez faz com wouseu vivo seja o que é! Mas a
metilacdo do DNA ndo é universal, por exemplo a 518G foi detectada rarosophyla,
pelo menos com o0s meios técnicos de que se digpém, disso, este mecanismo nao
explica tudo o que se passa a nivel de comportanoehilar, pois existem outros niveis de
regulacéo e controle (interacgdo entre proteirablA&, "comunicagdo” entre células, etc.)
e também muitos estudos dao origem a resultaddasaditorios. Enfim, todo um novo
campo se abriu, mas como sempre em ciéncia, a&s mscontradas levam a muito mais
davidas.
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