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Resumo

A unidade básica da cromatina é o nucleossomo que consiste em, aproximadamente, 146 pares de bases do DNA

enroladas ao redor de um octâmero central de proteínas conhecidas como histonas. Essas proteínas básicas,

inicialmente, foram consideradas como componentes meramente estruturais, mas agora são reconhecidas pelo

importante papel que desempenham na manutenção do equilíbrio dinâmico da cromatina. As caudas aminoterminais

das histonas estão sujeitas a uma variedade de modificações pós-traducionais, como metilação, acetilação, fosforilação,

entre outras, que regulam suas funções. Algumas modificações estão associadas a genes ativos, enquanto outras a

genes silenciosos. Uma das modificações mais estudadas atualmente é a acetilação, que depende da atividade de

duas famílias de enzimas, histonas acetiltransferases (HAT) e histonas desacetilases (HDAC). As mutações ou

translocações cromossomais, envolvendo genes HAT e HDAC, resultam no desenvolvimento de malignidades

hematológicas, como leucemia promielocítica aguda, linfoma e outras. Inibidores das histonas desacetilases (iHDAC)

têm emergido como uma nova classe de agentes anticâncer. Estes iHDAC têm demonstrado atividades contra

diversos tipos de câncer e notáveis efeitos na proliferação da célula tumoral, na morte celular programada, na

diferenciação e angiogênese in vitro e in vivo.
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INTRODUÇÃO

O material genético presente nas células eucariotas

encontra-se empacotado numa estrutura conhecida como

cromatina, que funciona como um modelo fisiológico

dinâmico na regulação de vários processos nucleares,

incluindo transcrição do DNA, replicação, reparo, mitose

e apoptose1-3.

A unidade fundamental da cromatina é o nucleossomo

que consiste em, aproximadamente, 146 pares de bases

do DNA enroladas ao redor de um octâmero central de

proteínas conhecidas como histonas4.

As histonas são proteínas básicas pequenas que

consistem de um domínio globular, em que o filamento

de DNA se enrola, e de uma cauda aminoterminal

flexível, que sobressai do conjunto. O octâmero central

do nucleossomo é formado por quatro tipos de histonas:

um tetrâmero H3-H4 e dois dímeros H2A-H2B5,6.

Nucleossomos adjacentes são ligados via DNA (DNA

ligante), cujo comprimento varia de 10-60 pares de bases

nitrogenadas, de acordo com a espécie e o tipo celular7.

A trajetória de entrada e de saída deste DNA ligante no

nucleossomo é determinada por um quinto tipo de

histona, que é a histona H1/H5 ou histona ligante8,9. Além

disso, a histona H1 juntamente com outras proteínas não-

histonas estão envolvidas na estruturação e organização

da cromatina10.

Inicialmente, as proteínas histonas foram consideradas

componentes meramente estruturais, que reúnem uma

grande quantidade de DNA genômico em uma estrutura

que pode ser facilmente acomodada pelo núcleo das células.

Entretanto, atualmente, são reconhecidas pelo seu

envolvimento na manutenção do equilíbrio dinâmico da

cromatina11.

O presente artigo tem como objetivo revisar

considerações importantes em relação às modificações

das histonas, o envolvimento dessas proteínas com as

malignidades hematológicas e algumas características dos

inibidores das histonas desacetilases (iHDAC), com a

Quadro 1. Quadro 1. Quadro 1. Quadro 1. Quadro 1. Principais modificações pós-traducionais que acontecem nas caudas das proteínas histonas

finalidade de entender como estes iHDAC atuam nos

mecanismos regulatórios envolvendo as histonas.

MODIFICAÇÕES NAS CAUDAS DAS HISTONAS
As caudas N-terminal das histonas estão sujeitas a

uma rica variedade de modificações por ligações

covalentes pós-traducionais12,13. A descoberta dessas

modificações aconteceu no início da década de 60,

quando Alfrey et al. notaram a correlação entre a

acetilação das histonas aumentada e o aumento da

transcrição14. Desde então, modificações pós-

traducionais nas histonas por acetilação, fosforilação,

metilação, ubiqüitinação, entre outras, descritas no

Quadro 1, têm sido estudadas15.

Essas modificações afetam a função dos

cromossomos através de dois mecanismos distintos.

Primeiro: aproximadamente, todas as modificações

alteram a carga eletrostática das histonas e isso, a

princípio, pode mudar propriedades estruturais das

histonas e ligantes do DNA26,27. Segundo: tais

modificações podem criar, estabilizar, romper ou ocluir

domínios de interação na cromatina para proteínas

regulatórias, como fatores de transcrição, proteínas

envolvidas na condensação da cromatina e reparo do

DNA28,29. Assim, constituem a principal categoria de

controle transcricional epigenético30.

Algumas modificações estão associadas a genes ativos

(acetilação), enquanto outras estão associadas tanto a

genes ativos como a genes silenciosos (metilação)26,3. A

posição das modificações também está associada às

funções, por exemplo, a metilação nas lisinas 4, 36 e 79

da histona H3 (H3) está associada a genes ativos,

enquanto nas lisinas 9 e 27 está associada a genes

silenciosos3.

HIPÓTESE DO CÓDIGO DAS HISTONAS
Estas modificações nas histonas são o ponto-chave

da regulação epigenética, e representam um complexo

conjunto de informações com potencial de combinação
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conhecido como Hipótese do Código de Histona31-34.

Esta hipótese sugere que uma dada modificação em

um específico resíduo na histona pode ser determinante

para subseqüentes modificações na mesma ou em outra

histona11. Em outras palavras, a presença de uma dada

modificação pode facilitar ou impedir que uma segunda

modificação aconteça35; e essas modificações podem

induzir níveis distintos de organização da cromatina36.

Este código fornece um controle adicional que dita

os níveis da expressão gênica e isso é mediado

principalmente através da interação protéica. Em

combinação com o código do DNA, o código das

histonas fornece uma rede sinalizadora de enorme

complexidade que permite que a expressão gênica seja

finamente modulada37.

Um dos primeiros exemplos publicados, sustentando

a idéia do código de histonas, descreveu a prevenção da

metilação da lisina 9 na H3 pela fosforilação da serina

10 na H3 por causa do impedimento estérico. Outros

demonstraram que a fosforilação da serina 10 na H3

facilita a acetilação da lisina 9 e da lisina 14 na H3,

impedindo a metilação da lisina 9 na histona H317.

Este código é 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 às histonas modificadas29,1; e "apagado" por

fatores que revertem essas modificações tais como

fosfatases, histonas desacetilases (HDAC) e histonas

demetilases (HDM), permitindo a entrada de novos

radicais38. Essas proteínas traduzem o código em um

particular estado cromatínico: ativo ou reprimido39-42.

HISTONAS E CÂNCER
A acetilação, modificação mais extensivamente

estudada, é controlada por duas famílias de enzimas: as

histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas

desacetilases (HDAC). O desequilíbrio da acetilação e

desacetilação das histonas em regiões promotoras

contribui para a desregulação da expressão gênica e tem

sido associado à carcinogênese e à progressão do

câncer43,44. Tanto histonas acetiltransferases (HAT)

quanto histonas desacetilases (HDAC) possuem

importante papel na regulação da expressão gênica

através da modificação da cromatina45,46. Histonas

acetiltransferases transferem grupos acetil para resíduos

de lisina aminoterminal nas histonas, que resulta na

expansão local da cromatina e no aumento da

acessibilidade de proteínas regulatórias do DNA45,47;

entretanto, HDAC catalisam a remoção de grupos acetil,

levando à condensação da cromatina e repressão

transcricional45,46.

As histonas acetiltransferases (HAT) são divididas emtrês famílias:
a) Família Gcn5/PCAF - funciona como co-ativadora

para um conjunto de ativadores transcricionais;

b) Família p300/CBP - funciona como reguladora global

da transcrição; e c) Família MYST - está envolvida em

uma ampla cadeia de funções regulatórias envolvendo

ativação transcricional, silenciamento transcricional e

progressão do ciclo celular28.

As histonas desacetilases (HDAC) têm sido divididas

em quatro classes diferentes, e estão sendo

minuciosamente estudadas devido a dois motivos

principais: primeiro, elas têm sido relacionadas com a

patogênese do câncer, assim como de várias outras

doenças; segundo, pequenas moléculas inibidoras das

HDAC (iHDAC) possuem a capacidade de interferir

com a atividade destas enzimas e podem, portanto,

atingir efeitos biológicos significantes em modelos pré-

clínicos de câncer48.

A conservação rigorosa dos complexos acetilases/

desacetilases ilustra a importância da função deles na

proliferação e diferenciação celular. Translocação,

amplificação, superexpressão ou mutação dos genes HAT

ocorrem em uma variedade de patologias humanas38,49,50,

e translocação cromossômica envolvendo genes HAT

ou HDAC tem sido correlacionada a malignidades

hematológicas e certas leucemias38,51.

As translocações envolvendo genes da CBP ou p300

estão associadas à leucemia mielóide aguda e síndrome

mielodisplásica. Além das translocações, mutações em

algumas HAT estão associadas ao desenvolvimento do

câncer, por exemplo, as mutações no p300/CBP têm sido

identificadas em vários casos de leucemia humana52-55.

A alta ocorrência de proteínas HAT entre

translocações leucêmicas ressalta a importância de um

rigoroso balanço da acetilação de histonas na execução

do programa hematopoético28.

A leucemia promielocítica aguda (LPA) foi o

primeiro modelo de doença no qual o envolvimento das

HDAC foi demonstrado56. Este tipo de leucemia é

caracterizado por uma parada das células leucêmicas no

estágio de pró-mielócito da maturação, e é causada pela

fusão do gene do receptor do ácido retinóico-α (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 genes48.

O receptor do ácido retinóico-α (RAR) funciona

como um fator de transcrição. Na falta do seu ligante, o

ácido retinóico (AR) está associado a complexos

contendo HDAC, e isso contribui para um estado

silencioso. Em concentrações fisiológicas de ácido
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retinóico, uma troca conformacional permite a liberação

do complexo contendo HDAC e a associação do RAR

com co-ativadores transcricionais (incluindo HAT) e

subseqüente ativação da transcrição48.

Na leucemia promielocítica aguda, concentrações

fisiológicas de ácido retinóico são incapazes de

desencadear a troca, e HDAC permanecem associadas

ao alvo do AR. Além disso, há um aumento

estequiométrico da associação dos complexos contendo

HDAC com genes-alvo do ácido retinóico, e isso

aumenta o silenciamento da transcrição57.

Em linfomas de células B, o oncogene BCL6 codifica

um repressor transcricional que requer o recrutamento

de HDAC para estas propriedades oncogênicas.

Interessantemente, BCL6 é negativamente regulado

através da acetilação direta pelo p300, que é uma HAT;

esta acetilação atrapalha a habilidade do BCL6 de

recrutar as histonas desacetilases (HDAC), e através

disso impede a capacidade de reprimir a transcrição e

induzir a transformação celular58.

Em contraste com as alterações genéticas, mudanças

epigenéticas no câncer são potencialmente reversíveis

por inibidores farmacológicos da metilação do DNA e

da desacetilação das histonas59.

Inibidores das histonas desacetilases (iHDAC) têm

emergido como uma nova classe de agentes anticâncer.

Estes iHDAC têm demonstrado atividades contra diversos

tipos de câncer e notáveis efeitos na proliferação da célula

tumoral, na morte celular programada e na diferenciação

e angiogênese tumoral in vitro e in vivo60-63. Alguns têm

demonstrado potencial terapêutico, em testes clínicos

em fases iniciais, para malignidades hematológicas como

linfoma cutâneo de células T, síndromes mielodisplásicas

e linfoma difuso de células B64-66.

Quadro 2.Quadro 2.Quadro 2.Quadro 2.Quadro 2. Inibidores das Histonas Desacetilases (iHDAC) e suas funções biológicas

Embora iHDAC possam matar as células através de

apoptose, necrose e autofagia, a grande maioria dos

estudos tem demonstrado que estes agentes induzem

mudanças morfológicas características de apoptose67.

Atualmente, diversas classes estruturais de iHDAC,

natural e sintética, são conhecidas por se ligar a histonas

desacetilases e induzir a acetilação das histonas51. Esses

compostos podem ser divididos baseados na estrutura

deles. Alguns desses inibidores e suas funções biológicas

estão listados no Quadro 2.

O butirato de sódio é um ácido graxo de cadeia

curta e o primeiro iHDAC confirmado, originado a

partir da fermentação pelas bactérias do cólon79. Outro

iHDAC clássico é o Trichostatin A, isolado do fungo

Streptomices higroscopicus80, e está incluído no grupo dos

compostos derivados do ácido hidroxâmico, assim como

o oxamflatin. Outro conjunto de iHDAC são os

tetrapeptídeos cíclicos, que possuem como exemplos o

ampicidim (isolado do fungo Fusarium pallidoroseum)81

e o depudesim (isolado do fungo Alternaria brassicicola)82.

Dentre os iHDAC sintéticos, encontra-se o MS-275.

Os iHDAC podem influenciar a expressão gênica

no linfoma por duas maneiras: por modulação do balanço

entre cromatinas aberta e fechada para a transcrição,

ou por influenciar o estado de acetilação do BCL6. Por

exemplo, trichostatin A (TSA) resulta na inibição dose-

dependente da repressão mediada por BCL683.

No caso de leucemia promielocítica aguda, os

inibidores das HDAC podem atuar sinergicamente com

o ácido retinóico para induzir a diferenciação em

pacientes que apresentam a fusão PLZF-RAR, resistentes

a tratamentos com doses farmacológicas de ácido

retinóico e quimioterapia84-87.

Embora os efeitos anticâncer dos iHDAC estejam
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correlacionados principalmente com a capacidade de

esses iHDAC regularem diretamente a expressão gênica

por meio da hiperacetilação das histonas, está claro que

essas proteínas não são os únicos alvos moleculares das

HDAC e iHDAC. Essas enzimas podem afetar a biologia

celular do tumor de uma maneira que não envolva

diretamente as histonas62. Por exemplo, os genes que

regulam a atividade de fatores de transcrição tais como

E2F1 (E2F transcription factor 1), p53, STAT1 (signal

transducer and activator of transcription 1), STAT3 (signal

transduction and activation of transcription 3) e NF-kB

podem ser modulados através da acetilação e

desacetilação direta destes fatores, e todas estas proteínas

são hiperacetiladas em resposta as iHDAC88-92.

CONCLUSÃO

O equilíbrio dinâmico da cromatina envolve vários

mecanismos entre os quais as modificações pós-

traducionais das caudas N-terminal das histonas. Estas

modificações podem resultar em transcrição ou

silenciamento gênico através da ação de enzimas capazes

de acetilar, desacetilar ou transferir grupamentos metil.

Muitas vezes, uma alteração na expressão dessas

enzimas38,51 pode levar à carcinogênese. Entretanto, por

se tratar de alterações epigenéticas, ou seja, que não

estão na seqüência de DNA, podem ser revertidas. A

intervenção nas alterações epigenéticas tem se

apresentado como um campo promissor na busca de

agentes terapêuticos.

Recentes estudos têm demonstrado que muitos

agentes, alguns já utilizados na terapêutica (como o ácido

valpróico), atuam sobre o complexo enzimático que está

envolvido nas modificações das histonas, revertendo a

alteração epigenética, permitindo assim a reativação de

genes supressores do tumor e/ou outros genes que são

cruciais para o funcionamento normal das células93. O

uso dos iHDAC tem produzido resultados preliminares
bastante animadores; porém, há necessidade de maiores
estudos quanto aos seus mecanismos e efeitos em longo
prazo, visto que, somente com um completo
entendimento desses modificadores epigenéticos, será
possível o desenvolvimento de terapias mais efetivas.
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Abstract

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 in 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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