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    Introdução




    A condição diploide, em princípio, permite a expressão simultânea tanto dos alelos maternos quanto dos paternos em cada célula somática. Isso significa que a expressão gênica geralmente deve ser bialélica. Em mamíferos, a verdade é que nem todos os genes de origem paterna e materna são simultaneamente expressos. E assim a expressão gênica nesses casos é monoalélica. A expressão monoalélica pode ser dependente ou independente da origem parental. No caso da expressão monoalélica dependente da origem parental, tem-se o imprinting genômico como um processo determinístico. Já a expressão monoalélica independente da origem parental se caracteriza por ser aleatória ou estocástica como no caso da inativação do cromossomo X e um conjunto de genes em autossomos. Em 1960, os primeiros genes autossômicos sujeitos à expressão monoalélica aleatória foram os genes imunoglogulinas (codificadores de receptores antígenos em linfócitos B); no início de 1990, os genes receptores olfativos; no final de 1990, os genes interleucinas. Melhoras na tecnologia têm levado à apreciação generalizada da expressão monoalélica.




    Expressão monoalélica aleatória não é infrequente. Gimelbrant e colaboradores, em 2007, numa análise de células clonais do genoma humano, revelaram que 9% de genes são expressos monoalelicamente com ampla variação de função (variação dos tipos de proteínas codificadas e variação nos padrões de expressão). Os genes autossômicos monalélicos aleatórios estão distribuídos em todos os cromossomos do genoma humano. Embora tenhamos 9% de genes com expressão monoalélica aleatória, genes submetidos a imprinting estão presentes em menos de 1%. De acordo com a listagem da Geneimprint atualizada em 2015, 97 genes estão imprintados no genoma humano; e no cromossomo 21, e no cromossomo 21, ainda não foi encontrado gene com expressão alélica origem parental-dependente.




    Na análise computacional realizada em 2007 por Luedi e colaboradores, foi publicada uma listagem de genes candidatos a serem imprintados no cromossomo 21. Nessa listagem, 15 genes foram preditos a serem imprintados. Entre eles, o gene de escolha para esse estudo foi o POFUT2 (C21orf80, FUT3) codificador da proteína O-fucosiltransferase 2, com localização 21q22.3, com predita expressão paterna e um longo RNA não codificante (lncRNA) LOC642852 que compartilha ilha CpG com a região promotora do gene POFUT2.




    A regulação da expressão monoalélica é um evento epigenético. A epigenética diz respeito às mudanças herdadas nas funções dos genes e que não alteram as sequências de bases nucleotídicas da molécula de DNA. A repressão ou inibição da expressão transcricional está associada a estados de metilação das regiões promotoras, com o recrutamento de histonas modificadas e de fatores inibidores da transcrição, com mudanças estruturais da cromatina que levam a uma configuração de inativação. Também se sabe que a composição do DNA (Deoxyribonucleic acid), por exemplo, a distribuição do dinucleotídeo CG e de sequências de DNA repetidas na região promotora, representam plataformas de montagem dos fatores epigenéticos que diferenciam estados de expressão bialélica e monoalélica (RODENHISER e MANN, 2006; TANG e HO, 2007).




    Grandes esforços têm recentemente sido realizados para catalogar padrões de marcas epigenéticas em todo genoma que vai aprofundar nossa compreensão das suas contribuições para regulação e função do genoma com a promessa de revelar futuros conhecimentos na etiologia da doença.




    O objetivo dessa dissertação é determinar padrões diferenciados de metilação no gene POFUT2 e LOC452682 e sua possível vinculação com imprinting genômico.


  




  

    Revisão bibliográfica




    Epigenética e seus Mecanismos na Expressão dos Genes




    Epigenética é definida como modificações do genoma, herdável durante a divisão celular, que não envolve uma mudança na sequência do DNA (REICHMANN MULLER e BRAUN PRADO, 2008). Mecanismos epigenéticos incluem: modificações de histonas pós-tradução, metilação de DNA de nucleotídeos CpG (citosina e guanina separado por fosfato), remodelamento de cromatina dependente de ATP (adenosine triphosphate), troca de histonas e variantes de histona e pequenas moléculas de RNA (ribonucleic acid). Esses mecanismos implicam a regulação da ativação e silenciamento de genes em nível da transcrição pela regulação da forma que DNA genômico é empacotado juntamente com histonas na cromatina (GAN, YOSHIDA et al., 2007).




    Mecanismos epigenéticos têm um impacto na expressão do gene, contribuindo para o estabelecimento, manutenção e alterações dinâmicas nas propriedades celulares em situações normal e anormal (ADALSTEINSSON e FERGUSON-SMITH, 2014).




    Em mamíferos, geralmente as células diferentes que compõem um organismo contêm o mesmo DNA; sua morfologia e função podem variar. Isso é, em grande parte, um resultado de expressão diferencial do gene, que é regulada no desenvolvimento e pode então ser mantido em divisões celulares repetidas (ADALSTEINSSON e FERGUSON-SMITH, 2014).




    Metilação de DNA é uma das melhores modificações epigenéticas caracterizadas. Em mamíferos, está envolvida em vários processos biológicos, incluindo o silenciamento de elementos de transposição, regulação de expressão gênica, imprinting genômico e inativação do cromossomo X (ZHANG, 2013).




    A metilação de DNA é adaptada para uma função de memória celular específica no desenvolvimento porque a hereditariedade dos padrões de metilação de DNA fornece uma marcação epigenética do genoma que é estável por meio de múltiplas divisões celulares. Entretanto, para camundongo e provavelmente outros mamíferos, entretanto, o ciclo de desmetilação embrionária seguido por metilação de novo é crítico na determinação de padrões de metilação de DNA somática (BIRD, 2002).




    Para entender a função da metilação do DNA, é necessário o conhecimento da sua distribuição no genoma. Em animal, a variedade de padrões de metilação de DNA destaca a possibilidade que diferentes distribuições refletem diferentes funções para o sistema de metilação de DNA (BIRD, 2002).




    Uma hipótese para explicar metilação global é que a maquinaria de metilação é atraída por certas sequências de DNA no genoma de mamífero (BIRD, 2002).




    A caracterização e mapeamento de modificações epigenéticas de todo genoma representam um campo cada vez maior de pesquisa. Um sistema que contribui como um fundamento para esses estudos é o processo de imprinting genômico.




    Metilação do DNA e o Silenciamento Gênico




    A metilação do DNA em células humanas é uma modificação em mamíferos que covalentemente adiciona um grupo metil da S-adenosil-L-metionina (doador de metil) na posição 5’ do anel da citosina no contexto da sequencia CpG (Citosina-fosfato-Guanina) (5meCpG). Os padrões de metilação são estabelecidos e mantidos nos dinucleotídeos CpG (por uma família de enzimas, DNA metiltransferases (DNMTs) que reconhecem os dinucleotídeos CpG hemimetilados, depois da replicação do DNA (FEINBERG, 2001). DNMT1 tem afinidade por DNA hemimetilado e é responsável pela manutenção da metilação após replicação do DNA e DNMT3A e DNMT3B catalisam de novo metilação de DNA enquanto a metiltransferase de DNA homóloga, DNMTL age como um cofator e não tem atividade metiltransferase (REICHMANN MULLER e BRAUN PRADO, 2008; ADALSTEINSSON e FERGUSON-SMITH, 2014) }.




    Nas regiões promotoras, há maior ocorrência de dinucleotídeos CpG, que constituem ilhas CpG. A metilação do DNA interfere na expressão dos genes por meio de mecanismos diretos e indiretos. A metilação de ilhas CpG, presentes nas regiões promotoras dos genes, impede diretamente, por meio de uma barreira física, o seu reconhecimento pelos fatores de transcrição, resultando na inativação do gene (COMB e GOODMAN, 1990). A metilação ocorre em uma região que apresenta domínios de ligação para metilação (MBD) que se localiza ao redor de um sítio de regulação da transcrição e atrai de forma indireta as proteínas de domínio de ligação de metilação (REICHMANN MULLER e BRAUN PRADO, 2008).




    A metilação do DNA também é controlada pela cromatina, por intermédio de uma interação bi-direcional entre ambas (D’ALESSIO e SZYF, 2006). Os mecanismos epigenéticos atuam na mudança da acessibilidade da cromatina para a regulação da transcrição local e globalmente, por meio de modificações na molécula de DNA, via metilação. E também das modificações ou rearranjos dos nucleossomos (LUND e VAN LOHUIZEN, 2004).




    Metilação de DNA poderia potencialmente realizar duas diferentes funções no imprinting genômico. Poderia agir como um marcador de imprinting por ser adquirida de novo somente pelos cromossomos em um gameta. Poderia também servir para silenciar um dos alelos parentais porque metilação de DNA está associada com repressão do gene (ZHANG, 2013).
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