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Resumo

Fémeas de mamiferos possuem dois cromossomos X, enquanto machos possuem apenas um. Isto levou
a evolugdo de um mecanismo de compensac¢do de dose chamado de inativagdo do cromossomo X, um importante
evento epigenético que deve ocorrer em embrides fémeas de todos os mamiferos. Durante a embriogénese, um
dos dois cromossomos X ¢ aleatoriamente inativado em cada célula da massa celular interna, preferencialmente
0 cromossomo X paterno no trofoblasto, formando individuos adultos que sdo mosaicos de dois tipos de células,
expressando um ou outro cromossomo X.
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Abstract

Mammalian females have two X chromosomes and males only one. This led to the creation of an
evolutionary mechanism of dosage compensation, called the X-chromosome inactivation, an important
epigenetic event that must occur in female embryos of all mammals. During embryogenesis, one of the two X
chromosomes is randomly inactivated in each cell of the inner cell mass, and preferably the paternal X
chromosome in trophoblast, turning into adult mosaics of two cell types, expressing either X chromosome.
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Introducao

Diferengas na expressdo génica que nao dependem de alteragdes na sequéncia do DNA sdo mantidas
herdaveis por meio de mecanismos epigenéticos (Jaenisch e Bird, 2003). Esses mecanismos podem envolver
desde a metilacdo de DNA até a metila¢do, fosforilacdo, acetilacdo, glicosilagdo, SUMOilagdo, ubiquitinagéo e
ADPribosilagdo das proteinas histonas (Strahl e Allis, 2000; Li, 2002).

As histonas ndo sdo somente proteinas estruturais. Sdo também fundamentais, principalmente por meio
de modificagdes por acetilacdo e fosforilagdo, para o controle da expressao génica (McGraw et al., 2006),
ativacao do genoma, metilacdo do DNA e inativagdo do cromossomo X durante o desenvolvimento embrionario
inicial (Fair et al., 2004), sendo relacionadas ao silenciamento da cromatina no genoma. Nos mamiferos, a
metilagdo do DNA ¢ essencial para o desenvolvimento embrionario normal, tendo importante papel na regulacao
da expressao génica, na inativacdo do cromossomo X, no imprinting gendémico e na modificacdo da cromatina
(Surani, 1998; Ng e Bird, 1999; Reik et al., 2001; Simonsson ¢ Gurdon, 2004).

As fémeas de mamiferos possuem dois cromossomos X, e machos apenas um. Tal fato levou a um
mecanismo especial de evolu¢do conhecido como compensagdo de dose (Lyon, 1961). Este é um evento que
representa um dos maiores paradigmas da epigenética, sendo herdavel ao longo das divisdes celulares (Lucifero
et al., 2004). A inativagdo de um cromossomo X em fémeas equaliza a expressdo génica entre os sexos. Em
mamiferos placentarios, a inativagdo do cromossomo X afeta o cromossomo X paterno ou materno de uma
maneira aleatéria durante o desenvolvimento embriondrio, sendo que o estado inativo ¢ herdado de forma
estavel, gerando adultos de dois tipos celulares (Heard e Disteche, 2006). Ou seja, nestes individuos, devido a
escolha ao acaso do cromossomo X a ser inativado em cada célula somatica, o organismo como um todo ¢ um
mosaico dos produtos génicos ligados ao X.

Portanto, busca-se com esta revisao discutir e atualizar o conhecimento sobre os principais mecanismos
moleculares envolvidos na inativacdo do cromossomo X em mamiferos, subsidiando uma melhor compreensio
destes eventos.

O estabelecimento da inativacdo do cromossomo X

A compensagdo de dose, relacionada a quantidade de produtos génicos, entre fémeas (XX) ¢ machos
(XY) ¢é conseguida pela inativacao de um dos dois cromossomos X em fémeas de mamiferos durante o inicio da
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embriogénese (Lyon, 1961). Em mamiferos que apresentam aneuploidia de X, todos os cromossomos X em
excesso sdo inativados, sugerindo que o cromossomo X que permanece ativo estaria definido desde o inicio
(Goto e Takagi, 2000). No inicio, estudos relacionados a inativagdo do cromossomo X identificaram uma regido
gendmica denominada XIC (Centro de Inativagdo do Cromossomo X), agindo em cis, ou seja, no mesmo
Cromossomo, necessaria para que ocorresse a inativacdo do cromossomo (Russel, 1963). Uma marcacdo
diferencial, que protege o cromossomo X materno (Xm) da inativagdo do cromossomo X, ¢ adquirida durante a
maturagdo do ovoécito (Goto e Takagi, 2000; Tada et al., 2000).

Em camundongos, apds a fecundagdo, o cromossomo X paterno (Xp) estd transcricionalmente ativo nos
zigotos, e no estadio de quatro células inicia-se o processo de inativa¢do do Xp com a transcri¢do do gene XIST
(X Inactivation-Specific Transcript) e o revestimento do cromossomo a ser inativado com o RNA XIST
(Okamoto et al., 2004, 2005). Por outro lado, outros estudos sugerem que o Xp comega a ser inativado no estadio
de oito células (Huynh e Lee, 2003; Mak et al., 2004). Okamoto et al. (2004) constataram que o Xp inativo ¢
mantido neste estado nas células embrionarias isoladas da massa celular interna até o estadio de blastocisto. No
entanto, no estadio de blastocisto expandido, o Xp inativo ¢é reativado nessas células, permitindo a remodelagdo
da cromatina e finalmente procedendo a inativagao aleatéria do X nos derivados embrionarios.

De La Fuente et al. (1999), trabalhando com embrides bovinos produzidos in vitro, sugerem que a
inativa¢do ocorre por volta do estadio de blastocisto. Em um experimento recente com embrides bovinos
produzidos in vitro, foi caracterizado pela primeira vez o processo de inativagdo do cromossomo X nesta espécie
(Ferreira et al., 2010). Estes autores mostraram que a inativagdo ¢ estabelecida no estadio de morula, onde o X
paterno esté inativado, sendo imediatamente reativado no estadio de blastocisto, provavelmente para acontecer o
segundo ciclo de inativagdo aleatdria nas células da massa celular interna.

Em marsupiais, o cromossomo Xp ¢ preferencialmente inativado em todos os tecidos (Cooper et al.,
1971), enquanto em camundongos ¢ observada uma inativagdo preferencial do Xp somente em tecidos extra-
embrionarios (Takagi e Sasaki, 1975). Em humanos, ja existem relatos de inativagdo aleatdria em tecidos extra-
embriondrios (Mello et al., 2010).

Turner et al. (2004) comentaram a importancia de se compreender os mecanismos que silenciam o
cromossomo X paterno no inicio do desenvolvimento. Durante a espermatogénese, ocorre um processo
conhecido como inativagdo meidtica do cromossomo sexual. De acordo com Turner (2007), a inativagdo
meidtica do cromossomo sexual na espermatogénese silencia os cromossomos sexuais (X ¢ Y) no momento em
que o pareamento dos cromossomos homoélogos autossomicos estd concluido, sendo mediada por um
remodelamento da cromatina em ambos os cromossomos. Este processo ¢ iniciado no DNA por varias proteinas
de reparo e mantido por modificagdes nas histonas que estio associadas com o silenciamento transcricional.

Alguns estudos questionam se a inativagcdo meiodtica do cromossomo sexual ¢ somente restrita & meiose,
pois os cromossomos X ¢ Y mantém um estado reprimido durante todo o desenvolvimento espermatico.
Resultados abordando o evento da inativacdo meiotica do cromossomo sexual podem fornecer importantes
contribuicdes para uma melhor compreensdo sobre a programagdo epigenética que ocorre nas células
germinativas, na dindmica meidtica do cromossomo e, mais genericamente, na infertilidade, pois ¢ um evento
que acontece na linha germinal masculina de quase todos os organismos que possuam Cromossomos sexuais
diferenciados (Turner, 2007).

O gene XIST

A iniciag@o do processo de inativa¢do do cromossomo X é dependente de um locus denominado centro
de inativag¢do do cromossomo X (XIC; Avner ¢ Heard, 2001). O evento inicial que ocorre no XIC ¢ a transcri¢do
do gene XIST (X Inactivation-Specific Transcript), com o acimulo de seu RNA sobre o cromossomo X a ser
inativado (Penny et al., 1996). Segundo Heard e Disteche (2006), o XIC, que transcreve o RNA do gene XIST, ¢
responsavel por desencadear o silenciamento ao agir em cis. A melhor forma de se entender como a inativagao
do X ¢ regulada vird obviamente por meio da identificacdo de fatores que estdo ligados ao XIC. Antes da
inativagdo, a expressao de XIST ¢ detectada em pequenos locais em ambos os cromossomos X ativos, até que os
transcritos se acumulem e se localizem no futuro cromossomo X inativo (Sheardown et al., 1996; Panning et al.,
1997). No entanto, esta claro que os componentes do XIC estdo envolvidos, e tem sido proposto que as
concentragdes de RNA XIST poderiam influenciar no processo de inativagdo (Nesterova et al., 2003).

Ha a possibilidade da existéncia de um fator autossomico produzido em quantidade limitada por células
diploides, bem como a de que este fator ligado ao XIC teria a fungdo de proteger o cromossomo X da inativagdo
(Heard, 2004).

A associacao do RNA XIST com o futuro X inativo resulta em modificagdes na cromatina. Enquanto o
XIST ¢ essencial para o inicio da inativagdo do cromossomo, uma vez inativado, o gene XIST trabalha
sinergicamente com outras modifica¢des adquiridas na cromatina para manter a estabilidade do estado inativo
(De La Fuente et al., 1999; Csankovszki et al., 2001). A cromatina do cromossomo X inativo ¢ convertida em
heterocromatina, a qual permanece condensada ao longo da maior parte do ciclo celular e se replica apos a
maioria da eucromatina do X ativo. Esta heterocromatina ¢ chamada de corpusculo de Barr, sendo
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frequentemente vista sob o envoltdrio nuclear de células femininas (Barr e Bertram, 1949). Dentro do nucleo, na
fase de interfase, ¢ possivel localizar o RNA XIST como parte do corptsculo de Barr (Chang et al., 2006).

O gene TSIX

Outro gene importante nesse processo ¢ o TSIX, um transcrito antisense do gene XIST, que esta
envolvido na inativagdo aleatéria e imprinting do X (Debrand et al., 1999). E expresso em células ndo
diferenciadas antes da inativagdo e parece opor-se a expressao de XIST em cis (Heard et al., 2001), inibindo
fisicamente a transcricdo do XIST pela interferéncia no recrutamento de RNA polimerase (Luikenhuis et al.,
2001; Stavropoulos et al., 2001). Um excesso de transcri¢do de TSIX inibe o acumulo de RNA XIST, mas ndo
afeta a escolha do cromossomo X a ser inativado (Stavropoulos et al., 2001). A transcri¢do do TSIX ¢ regulada
pelo gene XITE, localizado no locus XCE (elemento controlador de X) abaixo ao TSIX. O gene XITE ¢ um dos
responsaveis pela inativa¢do do cromossomo X pelo fato de sua transcri¢do promover a transcri¢do do TSIX em
cis. Ogawa e Lee (2003) citam que, em humanos, o XITE ¢ apontado como um dos principais candidatos na
escolha de qual cromossomo X sera inativado. Uma interagdo fisica entre as regides XICs € necessaria para uma
troca de informagdes entre os genes XIST e TSIX homologos, estabelecendo um padrdo de regulagdo
monoalélica de TSIX e regulacdo do XIST em um cromossomo X e ndo no outro (Heard e Disteche, 2006).

Sun et al. (2006), trabalhando com uma linhagem celular mutante para o TSIX, propuseram o
envolvimento do RNA TSIX no bloqueio da metilacdo da lisina 27 da histona H3 (H3K27) no /ocus XIST, ja
que a sua auséncia resultava no aparecimento desta marca em todo o locus XIST pouco antes da sua transcricao.
Este estudo revelou também que, durante as fases iniciais de diferenciacdo das células-tronco, a inativagdo do
cromossomo X pode ser revertida “desligando” o gene XIST, mas, posteriormente, o estado reprimido torna-se
irreversivel, ndo sendo mais dependente de XIST.

O cddigo das histonas

As histonas sdo proteinas estruturais fundamentais e, por modificagdes pés-traducionais, exercem
controle sobre a expressdo génica (McGraw et al., 2006). Estas proteinas estdo relacionadas ao silenciamento da
cromatina (Strahl e Allis, 2000), desempenhando um papel importante na ativagdo do genoma, metilagdo do
DNA e inativagdo do cromossomo X durante o desenvolvimento embrionario inicial (Fair et al., 2004).

A cobertura do cromossomo X a ser inativado pelo RNA XIST ¢ seguida pelo acimulo de um complexo
de proteinas denominado Eed-Ezh2 e metilagdo da lisina 27 da histona H3 (H3K27; Plath et al., 2003; Silva et
al., 2003). As modificacdes adicionais nas histonas associadas ao X inativo incluem hipoacetilagdo de H3 e H4,
hipometilacdo da lisina 4 e metilacdo da lisina 9 da histona H3 (H3K4; H3K9), além da associacdo da histona
macro H2A com o cromossomo X a ser inativado (Plath et al., 2002).

Em embrides de camundongos de oito células, ocorrem a hipometilagdo de H3K4 e a hipoacetilacdo de
H3K9, enquanto o recrutamento de Eed-Ezh2, metilacdo da histona H3K27 e a associagdo da macro-histona
H2A aparecem posteriormente, no estadio de 16 células, na fase de morula inicial (Okamoto et al., 2004). A
metilagdo da lisina nove da histona H3 (H3K9) ocorre mais tarde, no estadio de 32 células, na fase de blastocisto
(Okamoto et al., 2004). No entanto, durante o crescimento do blastocisto, o Xp ¢ reativado na massa celular
interna, e os cromossomos perdem rapidamente seu revestimento de RNA XIST, o complexo Eed/Ezh2 e as
modificac¢des caracteristicas das histonas do X inativado (Mak et al., 2004; Okamoto et al., 2004).

Mak et al. (2004) e Okamoto et al. (2004) mostraram que o complexo Eed/Ezh2, associado as histonas
no Xp, ocorre na maioria das células no estadio de moérula e desaparece nas células que passam a fazer parte da
massa celular interna. A perda destas modificagdes nas histonas neste momento significa a reativacao do Xp, de
modo que a inativagdo aleatoria possa ocorrer na massa celular interna. Existem algumas teorias que buscam
entender o que ocorre no estadio de moérula, onde determinados blastdmeros sdo selecionados para formagio da
massa celular interna. Jonhson e Ziomek (1981) acreditam que o resultado de uma divis@o polarizada assimétrica
de oito blastomeros seria responsavel por formar as células internas da massa celular interna. Por outro lado,
Huynh e Lee (2003) sugeriram que certas células na morula inicial podem escapar da inativagdo imprinting do
Xp, e que estas sdo as células destinadas a formar a massa celular interna.

A metilacio do DNA

Elementos adicionais devem ser responsaveis pelo silenciamento do gene XIST em machos e expressdo
de apenas um cromossomo X em fémeas. A hipermetilacio do DNA ¢ observada na regido promotora do gene
XIST do cromossomo X ativo, mas ndo ¢ observada no cromossomo X inativo, ¢ em genes que escapam do
processo de inativagdo, no X inativo (Hendrich et al., 1993; Norris et al., 1994). A metilagdo é um evento tardio
no processo de inativagdo do cromossomo X e parece estar envolvida na manutengdo do estado inativo mais do
que na iniciagdo do processo (Lock et al., 1987; Singer-Sam et al., 1990).

O fato de a metilacdo ser um evento tardio ¢ confirmado com estudos mostrando que células deficientes
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em enzimas Dnmtl e Dnmt3a/Dnmt3b apresentam expressao adequada do XIST e silenciamento dos genes
ligados ao cromossomo X (Panning e Jaenisch, 1996; Sado et al., 2004). Estas enzimas sdo responsaveis pela
manutengdo do padrio de metilagdo do DNA na diviséo celular (Li, 2002) e para o inicio da metilagdo de novo in
vivo na formagdo dos gametas e o estabelecimento do padrio de metilagio de novo do DNA durante o
desenvolvimento embrionario inicial (Okano et al., 1999).

Por outro lado, a importancia da metilagdo num momento posterior ao inicio da inativagdo do
cromossomo X ¢ apoiada por estudos que mostram a reativacdo de alguns genes apos o tratamento com agentes
desmetilantes, conjuntamente com alteragdes de alguns fatores relacionados a estabilidade do cromossomo X
inativo (Chang et al., 2000).

Genes que escapam da inativaciao

Embora a regido XIC afete a maioria do cromossomo X, varios genes ligados a este cromossomo sdo
conhecidos por escaparem ao processo de inativagdo. Isto mostra, dentro de uma visdo epigendmica, como um
gene inserido na heterocromatina pode “resistir” a um estado repressor ao seu redor. Genes que escapam a
inativa¢do do X estdo ativamente expressos no contexto da cromatina silenciada (Boggs et al., 2002), tendo um
importante papel na determinacdo das diferencas entre os sexos (Heard e Disteche, 2006). A expressao de genes
no X inativo resulta em diferencas de dose entre machos e fémeas. Sudbrak et al. (2001) e Craig et al. (2004),
trabalhando com humanos, identificaram diferencas de expressdo génica entre os sexos para genes do
cromossomo X.

Existem também genes que estdo presentes nos dois cromossomos sexuais (X e Y), dentro das regides
homologas (regido pseudoautossomica-PAR). Estes genes ndo sdo inativados, e isto se da devido ao fato de
serem expressos nos dois alelos em machos, ndo podendo ser inativados em nenhum dos alelos da fémea,
equalizando, assim, a expressao génica entre os sexos (Chang et al., 2006).

Em sintese, um maior conhecimento sobre o estabelecimento do processo de inativagdo do cromossomo
X pode subsidiar uma melhor compreensdo dos principais eventos epigenéticos responaveis pela regulagdo da
expressao génica em mamiferos. Especificamente na area da reproducdo animal, a compreensao deste processo €
essencial, pois seu correto estabelecimento € necessario ao desenvolvimento embriondrio normal. Como seu
controle pode ser susceptivel a influéncias ambientais, apesar de ser um evento herdavel, sua compreenséo se
torna mais importante ainda quando se pretende langar médo de alguma biotécnica de reprodugdo assistida para a
multiplicagdo animal. Finalmente, apesar dos muitos avangos nos estudos da inativagdo do cromossomo X,
varias questdes ainda precisam ser esclarecidas.
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