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O Papel das Proteinas Histonas nas Neoplasias Hematolégicas
The Role of Histones Proteins in Hematological Neoplasias
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Resumo

A unidade bésica da cromatina ¢ o nucleossomo que consiste em, aproximadamente, 146 pares de bases do DNA
enroladas ao redor de um octimero central de proteinas conhecidas como histonas. Essas proteinas bdsicas,
inicialmente, foram consideradas como componentes meramente estruturais, mas agora sao reconhecidas pelo
importante papel que desempenham na manutengio do equilibrio dinAmico da cromatina. As caudas aminoterminais
das histonas esto sujeitas a uma variedade de modifica¢bes pés-traducionais, como metilagio, acetilagao, fosforilagao,
entre outras, que regulam suas fungbes. Algumas modificagbes estdo associadas a genes ativos, enquanto outras a
genes silenciosos. Uma das modificagdes mais estudadas atualmente ¢ a acetilagio, que depende da atividade de
duas familias de enzimas, histonas acetiltransferases (HAT) e histonas desacetilases (HDAC). As mutagdes ou
translocagbes cromossomais, envolvendo genes HAT ¢ HDAC, resultam no desenvolvimento de malignidades
hematoldgicas, como leucemia promielocitica aguda, linfoma e outras. Inibidores das histonas desacetilases iIHDAC)
tém emergido como uma nova classe de agentes anticincer. Estes iHDAC tém demonstrado atividades contra
diversos tipos de cincer e notdveis efeitos na proliferagio da célula tumoral, na morte celular programada, na
diferenciagio e angiogénese in vitro e in vivo.
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INTRODUCAO

O material genético presente nas células eucariotas
encontra-se empacotado numa estrutura conhecida como
cromatina, que funciona como um modelo fisiolégico
dinimico na regulagio de vdrios processos nucleares,
incluindo transcri¢do do DNA, replica¢io, reparo, mitose
e apoptose'?.

A unidade fundamental da cromatina é o nucleossomo
que consiste em, aproximadamente, 146 pares de bases
do DNA enroladas ao redor de um octAmero central de
proteinas conhecidas como histonas®.

As histonas sdo proteinas bdsicas pequenas que
consistem de um dominio globular, em que o filamento
de DNA se enrola, e de uma cauda aminoterminal
flexivel, que sobressai do conjunto. O octdmero central
do nucleossomo ¢ formado por quatro tipos de histonas:
um tetrAmero H3-H4 e dois dimeros H2A-H2B>*.

Nucleossomos adjacentes sao ligados via DNA (DNA
ligante), cujo comprimento varia de 10-60 pares de bases
nitrogenadas, de acordo com a espécie ¢ o tipo celular’.
A trajetéria de entrada e de saida deste DNA ligante no
nucleossomo ¢ determinada por um quinto tipo de
histona, que é a histona H1/HS5 ou histona ligante®’. Além
disso, a histona H1 juntamente com outras proteinas nao-
histonas estao envolvidas na estruturagdo e organizagio
da cromatina®.

Inicialmente, as proteinas histonas foram consideradas
componentes meramente estruturais, que retinem uma
grande quantidade de DNA gendmico em uma estrutura
que pode ser facilmente acomodada pelo nicleo das células.
Entretanto, atualmente, sio reconhecidas pelo seu
envolvimento na manutencdo do equilibrio dindmico da
cromatina'l,

O presente artigo tem como objetivo revisar
consideragdes importantes em relagio as modificagoes
das histonas, o envolvimento dessas proteinas com as
malignidades hematoldgicas e algumas caracteristicas dos
inibidores das histonas desacetilases (iIHDAC), com a

finalidade de entender como estes iHDAC atuam nos
mecanismos regulatdrios envolvendo as histonas.

MODIFICACOES NAS CAUDAS DAS HISTONAS

As caudas N-terminal das histonas estdo sujeitas a
uma rica variedade de modifica¢bes por ligacdes
covalentes pds-traducionais''®. A descoberta dessas
modifica¢des aconteceu no inicio da década de 60,
quando Alfrey et al. notaram a correlagio entre a
acetilagio das histonas aumentada e o aumento da

. Desde entio, modificagbes poés-

transcri¢do’
traducionais nas histonas por acetilagdo, fosforilacio,
metilagdo, ubiqiiitinagdo, entre outras, descritas no
Quadro 1, tém sido estudadas®.

Essas modificagoes afetam a funciao dos
cromossomos através de dois mecanismos distintos.
Primeiro: aproximadamente, todas as modificagoes
alteram a carga eletrostdtica das histonas e isso, a
principio, pode mudar propriedades estruturais das
histonas e ligantes do DNA?*?. Segundo: tais
modificagdes podem criar, estabilizar, romper ou ocluir
dominios de intera¢io na cromatina para proteinas
regulatérias, como fatores de transcri¢do, proteinas
envolvidas na condensagio da cromatina e reparo do
DNA?*?_ Assim, constituem a principal categoria de
controle transcricional epigenético®.

Algumas modificagbes estdo associadas a genes ativos
(acetilagdo), enquanto outras estdo associadas tanto a
genes ativos como a genes silenciosos (metilagao)®*?. A
posi¢do das modificacbes também estd associada as
funcoes, por exemplo, a metilagao nas lisinas 4, 36 € 79
da histona H3 (H3) estd associada a genes ativos,
enquanto nas lisinas 9 e 27 estd associada a genes
silenciosos’.

HIPOTESE DO CODIGO DAS HISTONAS

Estas modificacbes nas histonas sio o ponto-chave
da regulacdo epigenética, e representam um complexo
conjunto de informagdes com potencial de combinagio

Quadro 1. Principais modificagdes pds-traducionais que acontecem nas caudas das proteinas histonas

Modificacéio na histona Principais efeitos Referéncias
Acetilagéo Ativagéo da transcri¢cdo 15,16
Metilacdo Ativagéo e repressdo da transcricdo 17
Fosforilacdo Mitose, meiose e ativacéo da transcricdo 18
Ubiquitinagéo Aumento da express@o génica 19,20
Sumoilagao Diminuigdo da expresséo génica 21
ADP-ribosilagéao Condensacdo da fibra cromatinica 22,23
Carbonilagéo Influencia a compactagéo da cromatina 24,25
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conhecido como Hipétese do Cédigo de Histona®'*.

Esta hipétese sugere que uma dada modificagdo em
um especifico residuo na histona pode ser determinante
para subseqiientes modificagdes na mesma ou em outra
histona'’. Em outras palavras, a presenca de uma dada
modificac¢io pode facilitar ou impedir que uma segunda
modifica¢io aconteca®; e essas modificagdes podem
induzir niveis distintos de organizagao da cromatina®.

Este cédigo fornece um controle adicional que dita
os niveis da expressio génica e isso ¢ mediado
principalmente através da interagido protéica. Em
combinag¢do com o cédigo do DNA, o cédigo das
histonas fornece uma rede sinalizadora de enorme
complexidade que permite que a expressio génica seja
finamente modulada®.

Um dos primeiros exemplos publicados, sustentando
a idéia do cédigo de histonas, descreveu a prevengio da
metilagio da lisina 9 na H3 pela fosforilagio da serina
10 na H3 por causa do impedimento estérico. Outros
demonstraram que a fosforilagio da serina 10 na H3
facilita a acetilacao da lisina 9 e da lisina 14 na H3,
impedindo a metilagdo da lisina 9 na histona H3".

Este c6digo ¢ caracterizado como sendo "escrito”
pelas enzimas modificantes das histonas tais como
quinases, histonas metiltransferases (HMT) e histonas
acetiltransferases (HAT); "lido" por fatores que se
associam as histonas modificadas®'; e "apagado” por
fatores que revertem essas modificagdes tais como
fosfatases, histonas desacetilases (HDAC) e histonas
demetilases (HDM), permitindo a entrada de novos
radicais®®. Essas protefnas traduzem o cddigo em um

particular estado cromatinico: ativo ou reprimido®*4,

HISTONAS E CANCER

A acetilagdo, modificagio mais extensivamente
estudada, ¢ controlada por duas familias de enzimas: as
histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas
desacetilases (HDAC). O desequilibrio da acetilagio e
desacetilagdao das histonas em regides promotoras
contribui para a desregulagdo da expressio génica e tem
sido associado 2 carcinogénese ¢ a progressio do
cancer®#, Tanto histonas acetiltransferases (HAT)
quanto histonas desacetilases (HDAC) possuem
importante papel na regulacio da expressio génica
através da modificagio da cromatina®, Histonas
acetiltransferases transferem grupos acetil para residuos
de lisina aminoterminal nas histonas, que resulta na
expansio local da cromatina e no aumento da
acessibilidade de protefnas regulatérias do DNA**;
entretanto, HDAC catalisam a remogao de grupos acetil,
levando 4 condensagdao da cromatina e repressdo

transcricional®>%.

Histonas e Neoplasias Hematolégicas

As histonas acetiltransferases (HAT) sao divididas em
trés familias:

a) Familia Gen5/PCAF - funciona como co-ativadora
para um conjunto de ativadores transcricionais;
b) Familia p300/CBP - funciona como reguladora global
da transcri¢ao; e ¢) Familia MYST - estd envolvida em
uma ampla cadeia de fungdes regulatérias envolvendo
ativa¢do transcricional, silenciamento transcricional e
progressdo do ciclo celular®.

As histonas desacetilases (HDAC) tém sido divididas
em quatro classes diferentes, e estdo sendo
minuciosamente estudadas devido a dois motivos
principais: primeiro, elas tm sido relacionadas com a
patogénese do cincer, assim como de vérias outras
doencas; segundo, pequenas moléculas inibidoras das
HDAC (iHDAC) possuem a capacidade de interferir
com a atividade destas enzimas e podem, portanto,
atingir efeitos bioldgicos significantes em modelos pré-
clinicos de cincer®.

A conservagio rigorosa dos complexos acetilases/
desacetilases ilustra a importincia da fun¢do deles na
proliferacdo e diferencia¢ao celular. Translocagao,
amplificacdo, superexpressio ou mutagio dos genes HAT
ocorrem em uma variedade de patologias humanas®4*°,
e translocacdo cromossémica envolvendo genes HAT
ou HDAC tem sido correlacionada a malignidades
hematoldgicas e certas leucemias®®’'.

As translocagoes envolvendo genes da CBP ou p300
estdo associadas a leucemia mieldide aguda e sindrome
mielodispldsica. Além das transloca¢des, mutagoes em
algumas HAT estdo associadas ao desenvolvimento do
cancer, por exemplo, as mutages no p300/CBP tém sido
identificadas em vidrios casos de leucemia humana®*.

A alta ocorréncia de proteinas HAT entre
translocagbes leucémicas ressalta a importincia de um
rigoroso balanco da acetilago de histonas na execu¢io
do programa hematopoético®.

A leucemia promielocitica aguda (LPA) foi o
primeiro modelo de doenga no qual o envolvimento das
HDAC foi demonstrado’®. Este tipo de leucemia ¢
caracterizado por uma parada das células leucémicas no
estdgio de pré-mieldcito da maturacio, e é causada pela
fusdo do gene do receptor do 4cido retindico-0 (RAR)
com um dos seguintes genes: PML- promyelocytic
leukaemia (em mais de 95% dos casos), PLZF-
promyelocytic leukaemia zinc finger (em quase 5% dos
casos) ou, esporadicamente, em outros genes®.

O receptor do 4cido retindico-a (RAR) funciona
como um fator de transcri¢io. Na falta do seu ligante, o
4cido retindico (AR) estd associado a complexos
contendo HDAC, e isso contribui para um estado
silencioso. Em concentra¢des fisioldgicas de 4cido
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retindico, uma troca conformacional permite a liberagdo
do complexo contendo HDAC e a associagio do RAR
com co-ativadores transcricionais (incluindo HAT) e
subseqiiente ativagio da transcri¢ao®.

Na leucemia promielocitica aguda, concentragoes
fisiolégicas de dcido retindico sdo incapazes de
desencadear a troca, ¢ HDAC permanecem associadas
ao alvo do AR. Além disso, hd um aumento
estequiométrico da associagio dos complexos contendo
HDAC com genes-alvo do dcido retindico, e isso
aumenta o silenciamento da transcri¢ao”.

Em linfomas de células B, o oncogene BCL6 codifica
um repressor transcricional que requer o recrutamento
de HDAC para estas propriedades oncogénicas.
Interessantemente, BCL6 ¢ negativamente regulado
através da acetilagdo direta pelo p300, que é uma HAT;
esta acetilagdo atrapalha a habilidade do BCL6 de
recrutar as histonas desacetilases (HDAC), e através
disso impede a capacidade de reprimir a transcricio e
induzir a transformagio celular®®.

Em contraste com as alteragoes genéticas, mudangas
epigenéticas no cincer sio potencialmente reversiveis
por inibidores farmacolégicos da metilagio do DNA e
da desacetilagio das histonas®.

Inibidores das histonas desacetilases (iIHDAC) tém
emergido como uma nova classe de agentes anticAncer.
Estes iHDAC tém demonstrado atividades contra diversos
tipos de cAncer e notdveis efeitos na proliferacao da célula
tumoral, na morte celular programada e na diferencia¢do
e angiogénese tumoral iz vitro e in vivo® . Alguns tém
demonstrado potencial terapéutico, em testes clinicos
em fases iniciais, para malignidades hematoldgicas como
linfoma cutineo de células T, sindromes mielodispldsicas

e linfoma difuso de células B%¢°,

Embora iHDAC possam matar as células através de
apoptose, necrose e autofagia, a grande maioria dos
estudos tem demonstrado que estes agentes induzem
mudangas morfolégicas caracteristicas de apoptose®’.

Atualmente, diversas classes estruturais de iHDAC,
natural e sintética, sdo conhecidas por se ligar a histonas
desacetilases e induzir a acetilagio das histonas®. Esses
compostos podem ser divididos baseados na estrutura
deles. Alguns desses inibidores e suas fun¢ées biolégicas
estao listados no Quadro 2.

O butirato de sédio ¢ um 4cido graxo de cadeia
curta ¢ o primeiro iHDAC confirmado, originado a
partir da fermentagdo pelas bactérias do célon”. Outro
iHDAC cléssico ¢ o Trichostatin A, isolado do fungo
Strepromices higroscopicus®®, e estd incluido no grupo dos
compostos derivados do dcido hidroxdmico, assim como
o oxamflatin. Outro conjunto de iIHDAC siao os
tetrapeptideos ciclicos, que possuem como exemplos o
ampicidim (isolado do fungo Fusarium pallidoroseum)®
e o depudesim (isolado do fungo Alternaria brassicicola)®.
Dentre os iHDAC sintéticos, encontra-se o MS-275.

Os iIHDAC podem influenciar a expressdo génica
no linfoma por duas maneiras: por modulagio do balango
entre cromatinas aberta e fechada para a transcrigio,
ou por influenciar o estado de acetilagio do BCL6. Por
exemplo, trichostatin A (TSA) resulta na inibicio dose-
dependente da repressao mediada por BCL6™.

No caso de leucemia promielocitica aguda, os
inibidores das HDAC podem atuar sinergicamente com
o 4cido retindico para induzir a diferenciagio em
pacientes que apresentam a fusaio PLZF-RAR, resistentes
a tratamentos com doses farmacoldgicas de 4cido
retindico e quimioterapia®®.

Embora os efeitos anticincer dos iHDAC estejam

Quadro 2. Inibidores das Histonas Desacetilases (iHDAC) e suas funcdes bioldgicas

Grupo Exemplo de inibidor Efeito in vitro Referéncias
Acidos graxos de cadeia curta Butirato Apoptose, diferenciagéo, 68, 69
parada do ciclo celular
Acido valpréico Apoptose, diferenciagéo 70, 71
Compostos derivados do dcido Tricostatin A Apoptose, diferenciacéao, 72,73,74
hidroxémico parada do ciclo celular
Oxamflatin Apoptose, parada do ciclo 75
celular
Tetrapeptideos ciclicos Apicidin Apoptose, parada do ciclo 76
celular
Depudecin Diferenciagao, parada do 77
ciclo celular
Derivado sintético da benzamida MS-275 Inibi¢do do crescimento 78

tumoral
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correlacionados principalmente com a capacidade de
esses IHDAC regularem diretamente a expressao génica
por meio da hiperacetilagio das histonas, estd claro que
essas protefnas ndo sio os tnicos alvos moleculares das
HDAC ¢ iHDAC. Essas enzimas podem afetar a biologia
celular do tumor de uma maneira que nio envolva
diretamente as histonas®>. Por exemplo, os genes que
regulam a atividade de fatores de transcrigdo tais como
E2F1 (E2F transcription factor 1), p53, STAT1 (signal
transducer and activator of transcription 1), STAT3 (signal
transduction and activation of transcription 3) ¢ NF-kB
podem ser modulados através da acetilagio e
desacetilagao direta destes fatores, e todas estas proteinas
sdo hiperacetiladas em resposta as iHDAC®*2,

CONCLUSAO

O equilibrio dindmico da cromatina envolve vdrios
mecanismos entre os quais as modifica¢bes pds-
traducionais das caudas N-terminal das histonas. Estas
modificagdes podem resultar em transcrigio ou
silenciamento génico através da agdo de enzimas capazes
de acetilar, desacetilar ou transferir grupamentos metil.
Muitas vezes, uma alteragio na expressio dessas

enzimas®®°!

pode levar a carcinogénese. Entretanto, por
se tratar de alteragbes epigenéticas, ou seja, que nio
estdo na seqiiéncia de DNA, podem ser revertidas. A
interven¢io nas alteragbes epigenéticas tem se
apresentado como um campo promissor na busca de
agentes terapéuticos.

Recentes estudos tém demonstrado que muitos
agentes, alguns j4 utilizados na terapéutica (como o dcido
valprédico), atuam sobre o complexo enzimdtico que estd
envolvido nas modificagbes das histonas, revertendo a
alteragdo epigenética, permitindo assim a reativa¢io de
genes supressores do tumor e/ou outros genes que sio
cruciais para o funcionamento normal das células®. O
uso dos iIHDAC tem produzido resultados preliminares
bastante animadores; porém, hd necessidade de maiores
estudos quanto aos seus mecanismos e efeitos em longo
prazo, visto que, somente com um completo
entendimento desses modificadores epigenéticos, serd
possivel o desenvolvimento de terapias mais efetivas.
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The basic unit of chromatin is the nucleosome, consisting of approximately 146 DNA base pairs wrapped around
a core octamer of proteins known as histones. These basic proteins were initially regarded as merely structural
components but are now recognized for their important role in maintaining the dynamic equilibrium of chromatin.
The amino terminal tails of histones are susceptible to a variety of post-translational modifications, like methylation,
acetylation, phosphorylation, and others, which regulate their functions. Some modifications are generally associated
with active genes, whereas others are associated with repressed genes. Currently one of the most widely studied
modifications is acetylation, which depends on two families of enzymes, histone acetyltransferases (HAT) and
histone deacetylases (HDAC). The chromosomal mutations or translocations involving HAT and HDAC genes
result in hematological malignancies such as acute promyelocytic leukemia, lymphoma, and others. Histone
deacetylase inhibitors (HDACI) have appeared as a new class of anticancer agents. HDACI have shown activity
against various types of cancer and notable effects on tumor cell proliferation, programmed cell death, differentiation,
and angiogenesis i vitro and in vivo.

Key words: Post-translational modifications of histone, Histone acetyltransferases (HAT), Histone deacetylases

(HDAC), Cancer, Histone deacetylase inhibitors (HDACI)
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