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DEDICATORIA

Inicialmente as nossas familias pelo amor incondicional e
incentivo na busca de nossos sonhos.

Aos nossos alunos, orientandos e egressos dos laboratorios,
por acreditarem na importancia da pesquisa na area da epigené-
tica. Que o entusiasmo pela epigenética continue com um padrao
transgeracional® nos nossos grupos de pesquisa.

Também dedicamos ao prof. Eric Nestler; um dos seus rele-
vantes trabalhos mostrando os efeitos epigenéticos do estresse e
do tratamento antidepressivo foi a inspiracao para os trabalhos
com exercicio fisico.

* A profa. Viviane Elsner é egressa do laboratério da profa. Ionara Siqueira
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APRESENTACAO

Varios mistérios da natureza, como as diferengas entre gé-
meos idénticos especialmente na vida adulta, sao descobertos e
explicados conforme o conhecimento cientifico e as novas tecno-
logias associadas.

Um cldssico exemplo é o do Inverno da Fome na Holan-
da (1944-1945). A analise de registros do excelente sistema de
saude holandés, por volta de 1975, demonstrou que mulheres
subnutridas no inicio da gestagdo geraram criang¢as com maior
probabilidade de obesidade. Os epidemiologistas também verifica-
ram o efeito sobre os netos dessas mulheres que sofreram intensa
restri¢ao de alimentos, evidenciando a questao da herdabilidade
de caracteristicas relacionadas a experiéncias e ao ambiente. Esses
dados levantaram a hipdtese de que a dieta materna impacta so-
bre a sauide das proximas geragdes e despertaram o interesse da
comunidade cientifica, que reproduziu essas condi¢des em labo-
ratorio. Os pesquisadores sugerem que o organismo da prole fica
programado para estocar energia e, assim, suportar periodos de
fome; contudo, quando essas criangas sdo expostas a comida sufi-
ciente tornam-se individuos obesos. Essa “programagao”, durante
a gestagao, parece estar relacionada com mecanismos epigenéticos.
O termo epigenética, onde “epi” (do grego) significa “acima ou
sobre” dos genes, foi introduzido por Conrad Waddington como
“um campo da biologia que estuda as intera¢des causais entre
genes e seus produtos que sao responsaveis pela produgao do fe-
notipo”. Essas modificagdes podem silenciar ou ativar a expressao
de determinados genes sem modificar o cédigo genético. Como
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exemplificado pelo prof. Alysson Muotri, “penduricalhos quimi-
cos” sao adicionados ou retirados da cromatina e os niveis desses
“penduricalhos”, como grupos metil no DNA, estdo relacionados
com a obesidade. Assim, podemos perceber que a epigenética é
uma interface entre o ambiente e o cddigo genético.

Uma intrigante questao relacionada a epigenética é a diferen-
ciagao tecidual, por exemplo, células com fungdes e caracteristicas
diferentes apresentam o mesmo cddigo genético, mas genes, que
estao ativos num tipo celular, poderao estar silenciados em outros
tipos celulares. Com isso, um hepatocito, ao se dividir, originara
dois hepatdcitos com o mesmo perfil de genes ativos (hepatdcitos
herdam as mesmas marcas epigenéticas). Ainda, alteracdes epi-
genéticas estao relacionadas a fisiopatologia de algumas doengas,
levando a expressao aberrante ou o silenciamento de genes.

Este livro pretende introduzir a tematica da epigenética
para todos os curiosos e interessados. Os capitulos abordarao a
influéncia e a relagdo de aspectos como a nutrigdo, o exercicio, a
obesidade, doengas respiratdrias, neurodegenerativas e neuropsi-
quiatricas na modulagao do epigenoma. A proposta do livro € ser
um instrumento para o leitor compreender esse campo fascinante
da ciéncia.
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PREFACIO

Em pouco mais de uma década, as ciéncias biomédicas
testemunharam o desenvolvimento de uma instigante drea de
pesquisa: a epigenética. Definida como o estudo da variagao de
tragos fenotipicos pela agdo de fatores externos ou ambientais
que afetam a expressao génica de modo reversivel, a epigenética
vem contribuindo para o entendimento de patologias complexas.

Ao descrever alteragdes dinamicas no potencial de trans-
cricdo de célula, geralmente por modificacao de histonas ou
metilacdo do DNA, a epigenética oferece mecanismos capazes de
explicar, ao menos parcialmente, como o ambiente e os héabitos
sdao capazes de favorecer, ou retardar, a expressao fenotipica de
tragos genéticos.

Com linguagem clara, direta e acessivel, os autores de Epi-
genética Aplicada a Saude e a Doenga: principios fundamentais
baseados em evidéncias atuais apresentam uma boa introdugao a
epigenética e descrevem avangos em areas que abrangem efeitos da
dieta e do exercicio, bem como evidéncias de fendmenos epigené-
ticos em patologias respiratdrias, neurodegenerativas, transtornos
mentais e obesidade. Ao definir alguns marcadores epigenéticos, de
natureza reversivel, estudos recentes deixam antever possibilidades
de intervengao terapéutica sobre doengas degenerativas cronicas,
doencas associadas ao envelhecimento e até o cancer.

Ao demonstrar o protagonismo da dieta e das escolhas nutri-
cionais, dos héabitos de vida e do exercicio sobre a qualidade de
vida e a prevengao de doengas, bem como a influéncia do cuidado
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materno e do estresse infantil sobre as proximas geracoes, a epige-
nética permite antever seu grande potencial de desenvolvimento
cientifico e de novas ferramentas terapéuticas.

Boa leitura!

Carlos Alexandre Netto
Professor Titular do Departamento
de Bioquimica — UFRGS

Reitor da UFRGS
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1. INTRODUGAO A EPIGENETICA:
CONCEITOS BASICOS

Ionara Rodrigues Siqueira
Viviane Rostirola Elsner

A epigenética, termo que significa “acima do genoma”, con-
siste no estudo das alteragdes na expressao de genes especificos
que independem de mudangas na sequéncia primaria do acido
desoxirribonucleico (DNA), mas que envolvem modificagoes
estruturais na cromatina decorrentes da interacao do individuo
com o ambiente'.

A estrutura da cromatina consiste na dupla fita de DNA em
espiral que se enrola em torno de um octamero proteico formado
por quatro pares de histonas: H2A, H2B, H3 e H4, conforme obser-
vado na Figura 1%°. Assim, os mecanismos epigenéticos englobam
modificagdes tanto na molécula de DNA quanto nas histonas.

CROMOSSOMO

OCTAMERO /—\/\
PROTEICO /\
.

} HISTONA

CROMATINA

Figura 1. Desenho esquematico da cromatina, formado pelo octamero proteico
(4 pares de histonas) envolto pela molécula de DNA.
Arte: Ana Kelly Vogt Kommers
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1.1 MODIFICAGOES EPIGENETICAS EM DNA

O DNA é suscetivel a uma tnica modificacao: a metilacao,
reagao catalisada por enzimas denominadas DNA metiltransfera-
ses (DNMTs). A metilagdo ocorre preferencialmente nas chamadas
ilhas citosina fosfato guanina (CpG), regides do DNA com grande
namero de residuos de Citosina e Guanina adjacentes localizados
na regiao promotora de varios genes, conforme ilustrado na Figura
2, e esta associada a repressao génica*°.

As DNMTs transferem o grupo metil da molécula doadora
S-adenosilmetionina (SAM) para a posicao 5" do anel piramidal
da citosina, formando 5-metil desoxicitidina e S-adenosil homocis-
teina (SAH)’. Ha duas familias de DNMTs: as DNMTs de manu-
tencdo, responsdveis por manter os padroes de metilacao durante
o processo de replicagdo celular, incluindo DNMT1, que utiliza
como substrato DNA hemimetilado, e as DNMTs com funcao de
metilacao propriamente dita dos genes (mecanismo denominado
como “de novo metilagao”), as DNMT3A e DNMT3B, as quais
estdo envolvidas na transferéncia de grupos metil para sitios
previamente nao metilados®®.

Figura 2. Desenho esquematico da metilacdo de DNA, que ocorre pelas enzimas
DNMTs, preferencialmente nas ilhas CpG.
Arte: Ana Kelly Vogt Kommers

Uma das propostas para explicar os possiveis mecanismos
envolvidos com a repressao génica mediada pela metilagao do
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DNA seria através da diminuigao direta da transcri¢ao por meio
do bloqueio dos fatores de transcrigao aos seus sitios de ligagao’,
além do papel das proteinas ligadoras de metil-CpG, que reco-
nhecem e se ligam ao DNA metilado. Destas, a mais conhecida é
a MECP2 (Proteina 2 de ligacdo a metil-CpG)>®.

Os processos de desmetilagao ativos envolvem mecanismos de
reparo por excisao de nucleotideos e de bases’ e também por um
complexo sistema enzimatico, no qual a desmetilacao do DNA ¢é
iniciada pela oxidagdo do 5-mC em 5-hidroximetilcitosina (5-hmC)
por proteinas metilcitosina desoxigenase (TET)' !, estd sendo
elucidado. A 5-hmC ¢é geralmente associada a uma maior atividade
génica, entretanto Jin et al. (2011)'* descreveram que o contetdo
e a localizagao no gene alteram o papel sobre a transcrigao. A
5-hmC esta presente em varios tipos celulares, com altos niveis
no encéfalo®, especialmente nas células de Purkinje cerebelares.
As enzimas TET podem transformar 5-hmC em 5-formilcitosina
e 5-fC a em 5-carboxilcitosina'.

1.2 MODIFICAGOES EPIGENETICAS EM HISTONAS

As histonas podem sofrer diversas modificagdes em sua
cauda N-terminal, incluindo acetilacao, fosforilagao, metilagao
e ubiquitinagao (Figura 3). Uma vez que as histonas sao modifi-
cadas, podem remodelar a cromatina tornando-a mais ou menos
compacta, o que influencia no processo de transcrigcao génica e
que tem sido reconhecido como “o cddigo das histonas”??. As
modificagdes ocorrem em sitios especificos, por exemplo, lisina
9 na histona 3 (H3K9).

Dentre essas alteracdes, a acetilacdo e a metilagao de histonas
tém recebido destaque. O estado dinamico de acetilagao e de-
sacetilagdo de histonas € regulado por dois grupos de enzimas:
as histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas desacetilases
(HDAC), respectivamente. A HAT catalisa a adi¢gao do grupo acetil
da molécula doadora acetil-coenzima A (acetil-CoA) e as lisinas (K)
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na cauda N-terminal das histonas, o que neutraliza a carga positiva
das extremidades dessas proteinas, enfraquecendo as interagdes
eletrostaticas com o DNA, carregado negativamente. Tal processo
causa, em geral, o relaxamento da estrutura da cromatina, facili-
tando a acgao de fatores transcricionais. Como consequéncia, ha o
aumento da transcricao e expressao de genes especificos' '°.

Medlagio

A Acetilagio
o Ubiguitimagio

0 Fosfordagio

Figura 3. Desenho esquemadtico de possiveis alteracdes epigenéticas
em histonas: metilagdo, acetilacdo, ubiquitinacao e fosforilagao.
Arte: Ana Kelly Vogt Kommers

Por outro lado, as HDACs promovem a desacetilagao das
histonas, ligando-se fortemente ao DNA, tornando a estrutura
da cromatina mais compacta, contribuindo para o silenciamento
genico. Assim, o sistema HAT/HDAC desempenha um papel chave
na modificagdo da estrutura da cromatina, o que estd diretamente
relacionado ao controle do processo transcricional e a expressao
génica* V. O processo de acetilagdo e desacetilacao de histonas
encontra-se esquematizado na Figura 4.
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HDAC

< DIMINUICAQ
DA TRANSCRIGAD

w AUMENTO
7 DATRANSCRICAO

4

Figura 4. Modulagdo dos niveis de acetilacdo de
histonas através do sistema HAT-HDAC.
Arte: Ana Kelly Vogt Kommers

As HATs sdo classificadas em familias distintas com base em
sequéncias conservadas do dominio HAT. Essas familias incluem
Gen5/PCAF, CBP/p300, Rtt109 e MYST. E interessante destacar
que a acetilagao pode se estender a outras proteinas nucleares e
mesmo a proteinas citoplasmaticas, regulando diversos processos
como ciclo celular, trafico de vesiculas e organizagao do citoesque-
leto. As mais conhecidas sao a proteina ligante de CREB (“CREB
binding protein”, CBP) e a p300. CBP é um coativador do CREB
e esta relacionado a Sindrome Rubinstein-Taybi, demonstrando o
papel da CBP no desenvolvimento. Ainda, mutagdes no gene p300
foram encontradas em alguns tipos de tumores, por exemplo, car-
cinoma colorretal, mama, ovario, gastrico, pulmao e pancreatico’.

A revisao realizada por Wang e colegas (2015)" indicou a
existéncia de pelo menos 18 HDACs em mamiferos, agrupadas em
4 classes com base na homologia das proteinas. A familia HDAC
dependente de zinco consiste em 11 membros divididos em 3
classes (classes I, II, e IV). A Classe I é composta pelas HDACs
1, 2, 3 e 8, enquanto que a Classe II é dividida em subgrupos Ila
(HDAC 4, 5, 7, 9) e IIb (HDAC 6, 10). A HDAC11 ¢ 0 membro
solitario da classe IV. Ja a classe III é composta por membros da
familia dependentes de NAD+ (conhecidas como sirtuinas), sendo
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que essas enzimas foram relacionadas a estabilidade do telomero
e, assim, a estabilidade gendmica.

Os inibidores de HDACs (iHDAC) sao grupos de compostos
que, em geral, se ligam ao dominio catalitico que contém zinco
da enzima®. Esses inibidores estao sendo estudados e alguns ja
sao utilizados em clinica como antitumorais, estabilizadores do
humor, em doengas neurologicas e condi¢gdes autoimunes®.

A tricostatina foi a primeira a ser caracterizada como iHDAC
e utilizada para sintese de novos compostos, como o acido hi-
droxamicosuberoilanilida (suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA,
também conhecido como vorinostat), sendo, além disso, o primeiro
iHDAC aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA para o tratamento do linfoma cutdneo humano de células
T em 2006 2.

Ainda nesse contexto, tem sido descrito que acidos graxos
de cadeia curta, como o butirato e o dcido valproico, inibem as
classes I e Ila HDACs e podem atraversar facilmente a barreira
hemato-encefalica®.

A metilacao de histonas é catalisada por enzimas denomi-
nadas histonas metiltransferases (HMTs), sendo que as histonas
desmetilases (HDMs) efetuam o processo inverso, removendo o
grupo metil das histonas (Figura 5).

HMT
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Figura 5. Processo de metilagdo de histonas, catalisado pelas enzimas HMT e HDM.
Arte: Ana Kelly Vogt Kommers
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Diferente da acetilagao de histonas, frequentemente associa-
da com a ativacado da atividade transcricional e com o aumento
da expressao génica, a metilagcao das histonas pode resultar em
ativagao ou repressao geénica. Essas respostas dependem de fato-
res como a histona e a lisina nas quais ocorre a adigao do grupo
metil, além do grau de metilagdo (mono, di ou trimetilagao). Por
exemplo, tem sido descrito que a monometilagao da histona H3
lisina 9 (H3K9) resulta em ativagdo transcricional, enquanto que
a di e trimetilacao da H3K9 estao associadas a repressao e ao
silenciamento génico (Figura 6). No caso da histona H3 lisina
4 (H3K4), a di e a trimetilagdao induzem um relaxamento da es-
trutura da cromatina, contribuindo para a ativagao do processo
transcricional?, conforme ilustra a Figura 7.
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Figura 6. Metilacdo da H3K9: a monometilagdo esta associada com a ativacdo trans-
cricional, enquanto que a di e trimetilagdo induzem ao silenciamento génico.
Arte: Ana Kelly Vogt Kommer
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Figura 7. Metilagdo da H3K4: a monometilagdo contribui para a repressao
transcricional; enquanto que a di e trimetilagdo promovem o aumento
da expressao génica.

Arte: Ana Kelly Vogt Kommers

1.3 RNAS NAO CODIFICADORES DE PROTEINAS

Um controle epigenético interessante ¢ o dos RNAs nao co-
dificadores de proteinas, dentre eles estdo: o RNA transportador,
o RNA ribossomal, o RNA longo nao codificador e o microRNA
(miRNA). Um exemplo de RNA longo nao codificador de pro-
teinas é o X-inactive specific transcript (Xist), descrito em 1991,
expresso somente pelo X inativo. No inicio da diferenciacao das
células, somente um dos cromossomos produz RNA Xist, que
recruta moléculas repressoras levando a trimetilagao da histona
3 lisina 27 (H3K27) e, consequentemente, a compactagao e ao
silenciamento do cromossomo?®.

Os RNAs longos nao codificadores também parecem ter
papéis centrais no imprinting gendmico, no qual a expressao
monoalélica depende da origem materna ou paterna do alelo. O
antisense IGF-2R RNA (AIR) é expresso a partir do segundo intron
do gene IGF-2R do cromossomo paterno. O AIR estd envolvido no
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imprinting do alelo paterno do gene IGF-2R uma vez que age como
uma plataforma para a enzima histona metiltransferase, G9a, que
dimetila a H3K9, uma marca repressora, no alelo paterno. Assim,
o gene IGF-2R é somente expresso do cromossomo materno®.
Em 1993, dois laboratdrios independentes mostraram a re-
gulacdo de fases embriondrias por um microRNA, o lin-14. Os
miRNAs podem ligar-se a regiao nao traduzida (untranslated region
— UTR) do RNA mensageiros, alterando a sua tradugdo e, muitas
vezes, levando a degradacao desse RNA mensageiro, impedindo
que a proteina seja gerada. Os miRNAs sao formados pela RNA
polimerase II. O pré-miRNA, com cerca de 70 pares de bases,
contendo um trecho de fita dupla devido a complementaridade
e parte de fita simples, forma uma estrutura denominada hairpin.
O pré-miRNA ¢é processado por um complexo protéico - RNase
III (Drosha) e pela proteina Pasha ou DiGeorge Syndrome Critical
Region 8 protein (DGCR8) no ntcleo. Apds, é transportado para
o citoplasma e clivado por outra enzima - a Dicer. Uma das fitas
do miRNA ¢ incorporada a um complexo denominado RNA-In-
duced Silencing Complex (RISC), do qual faz parte juntamente com
Argonauta (Ago2) e outras proteinas, enquanto que a outra fita
¢ degrada. Uma vasta literatura esta sendo obtida sobre o papel
dos miRNAs tanto na fisiologia quanto na fisiopatologia de varios
tipos de doengas, como tumores e doengas neuropsiquiatricas®.
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2. MODULACAO EPIGENETICA
NA NUTRICAO

Roberta Passos Palazzo
lonara Rodrigues Siqueira

Estudos na drea da nutri¢ao geralmente estao focados na
quantidade adequada de nutrientes para prevenir deficiéncias
e promover a saude humana. Entretanto, doengas podem ser o
resultado da ingestao insuficiente de determinados nutrientes ou
da falta de gasto energético e, ainda, dependentes da interagdo
desses nutrientes com o epigenoma’. Nutrientes e até mesmo die-
tas afetam o epigenoma através de processos de remodelamento
ao longo de toda a vida.

O termo “nutriepigendmica” descreve essas interagdes e pode
ser descrito como o estudo dos nutrientes e dos seus efeitos na
saude humana através de modificagdes epigenéticas, incluindo
componentes no nivel transcricional ou pos-transcricional®>. Um
exemplo curioso dentro do contexto de nutriepigenética é a trans-
formagao de uma abelha em rainha ou operaria, que tém genomas
idénticos, diferindo apenas quanto ao padrao alimentar, geleia real
ou pdlen e néctar, respectivamente. Com a dieta de geleia real,
a abelha rainha tem comportamentos caracteristicos, como voos
de acasalamento e morfologia diferenciada, ovarios funcionais e
um grande abdomen. As abelhas operarias expressam o gene da
enzima DNA metiltransferase 3 (DNMT3), que silencia a trans-
cricdo de genes relacionados as caracteristicas da abelha rainha,
enquanto que a geleia real silencia o gene da DNMT3 permitindo
a expressao dos genes especificos da abelha rainha®.

Em relacao a dieta, percebemos que nutrientes capazes de
afetar os seguintes metabdlitos, S-adenosilmetionina (doador de
grupos metil) ou S-adenosilhomocisteina (um inibidor de metil-
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transferases), potencialmente alteram a metilacao de acido desoxir-
ribonucleico (DNA) e histonas®. Nutrientes da dieta como vitamina
B6, B12, colina e 4cido folico sdo as principais fontes influentes
capazes de fornecer grupos metil e regular vias bioquimicas para
processos de metilagao. O acido folico, ou folato, é fundamental
para a geracao de Sadenosilmetionina®. Quando deficiente durante
a gestacao, ocorrem alteragoes na metilacao de DNA associadas
com descolamento prematuro da placenta, pré-eclampsia, abortos
espontaneos, partos prematuros, defeitos cardiacos congénitos,
baixo peso ao nascer e, principalmente, defeitos de fechamento de
tubo neural®. O mecanismo preciso dessas altera¢des, entretanto,
necessita de maiores esclarecimentos.

Outro exemplo de componente envolvido em alteragoes
epigenéticas é o butirato, um acido graxo de cadeia curta, ori-
ginado a partir da a¢do fermentadora da microbiota intestinal
sobre alimentos ricos em fibras que consumimos, especialmente
carboidratos nao digeriveis. Bactérias anaerdbicas dos géneros
Bacterioides e Bifidobacterium, presentes no intestino grosso do
homem, sdo as principais envolvidas na sintese de polimerases
e glicosilases, resultando em metabolitos menores como o aceta-
to, lactato, succinato e o butirato. Os produtos intermedidrios e
finais da fermentagao realizada pela microbiota dependem, em
parte, da composi¢ao quimica do carboidrato®. O mecanismo
epigenético associado ao butirato envolve alteragdes sobre a ati-
vidade da histona deacetilase (HDAC). Seus niveis, influenciados
pela ingestao de fibras, associam-se com o aumento da acetilacao
global de histonas em células do sistema imune, diminuigao da
expressao de citocinas pré-inflamatorias e indugao de apoptose
quando incluida em cultura de células tumorais’.

Em adigdo ao perfil nutricional de um individuo, é preciso
considerar os efeitos epigenéticos transgeracionais, pré-natais e
pds-natais, em momentos criticos do desenvolvimento, capazes
de gerar modifica¢Oes estaveis bem como predisposi¢ao a doengas
durante a vida®.




2.1 INFLUENCIAS TRANSGERACIONAIS

Intervenc¢Oes nutricionais (restricdo caldrica, dietas ricas em
gorduras ou carboidratos), disturbios enddcrinos, diabetes mater-
no e lactagdo podem gerar marcas nas futuras geragdes. O excesso
de alimentagdo por parte do pai ou avd paterno, por exemplo,
induz a risco aumentado de doencas cardiovasculares e diabetes,
enquanto que a restricao da disponibilidade de alimentos durante
a adolescéncia paterna reduz esse risco cardiovascular na prole.
Tais resultados sugerem que os héabitos alimentares, no inicio da
adolescéncia, correspondem a um parametro fundamental con-
siderando o potencial efeito em futuras geragdes’. Tal traco de
heranga epigenética transgeracional sexo-dependente também foi
verificado em um estudo prévio em ratos, nos quais a exposicao
paterna a dieta rica em gordura refletiu na disfun¢ao em células
8 nas fémeas da prole™.

2.2 INFLUENCIAS NO PRE-NATAL E PUERPERIO

Pesquisas recentes sugerem que eventos nas fases iniciais
da vida, como nutri¢ao pré-natal deficiente, apresentam efeitos
significativos sobre a maturagao reprodutiva da prole, levando
a complicagdes como: restricao do crescimento fetal, baixo peso
ao nascer, disfung¢des reprodutivas pods-natal, diminuigao da
fertilidade, podendo contribuir inclusive com a antecipagao do
envelhecimento e da menopausa''. Diferentes evidéncias apontam
para a relevancia dos aspectos nutricionais no pré-natal e puer-
pério sobre a determinacgdo de suscetibilidade a certas doencgas na
vida adulta. Indicadores substanciais para essa teoria sao coleta-
dos nos campos das doengas metabodlicas, como obesidade, disli-
pidemias, hipertensdo, hiperinsulinemia, assim como no campo
das doencas cardiovasculares?. Um exemplo histérico dessa
suscetibilidade remete ao final da Segunda Guerra Mundial, em
1944, quando a Holanda sofreu o “Hunger Winter”, acarretando
na morte de vinte mil pessoas e afetando outras quatro milhoes.
Filhos e netos das gestantes daquela época permanecem até hoje
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afetados por transtornos alimentares, diabetes e doengas coro-
narianas em fun¢ao de modulagdes epigenéticas. Os individuos
expostos a tal evento no periodo pré-natal, mesmo seis décadas
depois, apresentam menos indices de metilagio de DNA no gene
fator de crescimento semelhante a insulina-2 (IGF-2), relacionado
com crescimento, desenvolvimento e de expressao materna, em
comparagao com irmdos do mesmo sexo nao afetados®.

Em relagao aos estudos em modelos animais, por exemplo,
foi demonstrado em camundongos que a dieta hipoprotéica
durante a gestagao provoca modificagcoes na expressao geénica,
microRNA (miRNA), e diferentes padroes de metilagao de DNA
no cérebro da prole, resultando em altera¢des no sistema reni-
na-angiotensina'®.

Da mesma forma, evidéncias apontam que a exposigao a
dieta rica em gordura leva a mecanismos epigenéticos especificos
no genoma fetal. Em primatas, a exposi¢ao cronica materna a
este tipo de dieta resulta no aumento da acetilagao de histona 3
lisina 14 (H3K14), histona 3 lisina 9 (H3K9) e histona 3 lisina 18
(H3K18), juntamente com aumento da dimetilagao de H3K9 e
trimetilagao de H3K9 e histona 3 lisina 27 (H3K27) em amostras
de tecido hepatico fetal, o qual também revelou indices elevados
de triglicerideos e doenga hepéatica gordurosa nao alcodlica'.
Estudos anteriores sugerem que machos sdo mais suscetiveis
aos efeitos deletérios da dieta materna rica em gorduras, o que
inclui a sua maior tendéncia a presenca de estresse oxidativo
em relacao as fémeas da prole’.

H4 evidéncias de que alguns micronutrientes relacionados a
disponibilidade de grupamentos metil, como vitaminas B12, B6,
B2, a colina, a betaina e a metionina demonstraram influenciar
o estado epigenético. Baixa disponibilidade desses nutrientes na
dieta materna demonstrou influenciar diretamente nao apenas
a expressao génica, mas também o fenotipo da crianca. Na fase
adulta, a prole apresentou maior peso e maior percentual de
gordura, acompanhados de resisténcia insulinica e de pressao
arterial elevada. A reduc¢do desses micronutrientes leva a reducgao
da metilagdo de duas regides do DNA de forma género-depen-




dente, ou seja, na regiao do receptor IGF-2 em meninas e gene-
trap locus 2 (GTL-2) em meninos. Esses genes possuem um papel
importante na regulacdo da glicose no sangue e no crescimento,
respectivamente’®.

Outra exposicao capaz de promover modulagdes epigenéticas
no periodo pré-natal é o dlcool, relacionado com microcefalia,
alteracdes no numero de células, volume do neuroépilo e controle
do comportamento na fase adulta®.

2.3 INFLUENCIAS NA FASE ADULTA

E vélido mencionar que a privagdo de alimento também ¢é
capaz de influenciar modificacdes epigenéticas. No estudo de
Funato e colaboradores (2011)®, ratos em 16 horas de jejum au-
mentaram a produgdo das HDACs 3 e 4 e reduziram niveis de
HDACs 10 e 11 em células do hipotadlamo medial. Ainda, animais
expostos a dieta rica em gordura exibiram aumento nos niveis
de HDACs 5 e 8 e reducao da acetilacao global das histonas 3
(H3) e 4 (H4). Estes resultados sustentam a hipdtese de que tais
alteragOes epigenéticas influenciam no controle do apetite e me-
tabolismo energético®.

A exposicao a determinados tipos de dieta pode resultar em
modificagdes no epigenoma, especificamente no metiloma (pa-
drao de metilacao do DNA), como verificamos anteriormente na
descrigao dos fitoquimicos.

Os habitos alimentares, muitas vezes vinculados a determi-
nada localizagao geografica, podem influenciar de formas distin-
tas nos indicadores de satde de cada regidao. Um exemplo disso
sao os indices de cancer das regides norte e sul da Itdlia, onde
existe um gradiente geografico significativo refletindo menores
incidéncias de cancer na porgao sul, que segue mais o modelo
de vida mediterraneo, em comparagdo com a regiao norte. Um
dos componentes especificos da dieta da regiao sul é a maca
Annurca, rica em acido clorogénico, floridzina, quercetina, cate-
quina, epicatequina, procianidina e rutina. Em estudo in vitro, o
tratamento com extrato polifendlico de Annurca revelou potente
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atividade desmetiladora através da inibi¢ao de DNMTs e indugao
de apoptose em linhagens de células de cancer colorretal®.

2.4 COMPOSTOS OBTIDOS DE PLANTAS E EPIGENETICA

Diversos estudos demonstram, de forma consistente, os efeitos
de outro elemento frequente na dieta: o café. A ingestao habitual da
bebida entre portadores de doenga hepatica cronica reduz o risco de
cirrose e uma incidéncia substancialmente menor de carcinoma he-
patocelular®. Além disso, entre pessoas que rotineiramente ingerem
café, existe uma diminui¢ao no risco global de cancer de 13-18% *.
Como o impacto de cafés cafeinados e descafeinados sobre a satde
¢ similar, o efeito anticancer parece relacionar-se aos polifenois,
como o acido clorigénico e o acido cafeico. Ambos compostos sao
excelentes substratos para a catecol-O-metiltransferase, a qual
afeta o conjunto de doadores de grupo metil e subsequentemente
modifica marcas de metilacdo no DNA *.

Também diferentes compostos do metabolismo secundario
de plantas, como os polifenois, podem interferir nos mecanis-
mos epigenéticos, remodelando a cromatina, por exemplo, pela
regulacao de HDACs e DNMTs. Essas propriedades podem estar
relacionadas as agdes antitumorais, anti-inflamatorias e antioxi-
dantes descritas.

Por mais de uma década, existe um interesse consideravel
no uso de produtos botanicos naturais na prevencao de doengas,
inclusive alguns tipos de cancer. Os estudos sobre a modulagao
epigenética por componentes derivados de plantas estao, geral-
mente, focados em propriedades antineopldsicas em diferentes
linhagens celulares.

As catequinas, as quais incluem epicatequina (EC), epica-
tequina-3-galato (ECG), epigalocatequina (EGC) e epigalocate-
quina 3-galato (EGCG)*, sdao os compostos mais abundantes no
cha verde. Dessas, a EGCG representa mais de 50% do total de
polifendis no cha verde?”. A EGCG demonstrou induzir apoptose
em muitas células cancerosas sem afetar células normais®. E
possivel que esse potencial da EGCG envolva diferentes meca-




nismos. Um deles inclui a inibicao de DN A metiltransferase 1
(DNMT1), resultando na reducao da metilagdo e reativacao de
genes anteriormente silenciados. Linhagens de carcinoma de
células escamosas humanas esofagicas expostas a EGCG hipo-
metilaram e reexpressaram genes relacionados, por exemplo,
com a supressdo tumoral e o reparo de DNA?. O mesmo perfil
de resposta foi observado também em estudo com células de
carcinoma oral*. Além da inibi¢ao direta da DNMT pela EGCG,
também foi reportado que o consumo de polifendis poderia levar
a uma reducao da disponibilidade de S-adenosil-L-metionina
(SAM) e a um aumento de S-adenosil-Lhomocisteina (SAH) e
homocisteina, portanto, fornecendo evidéncias de uma inibi¢ao
da metilacao de DNA indiretamente®. Recentemente, Moiseeva
e colaboradores (2007)** demonstraram que doses baixas de
compostos bioativos como a ECGC e a genisteina por 14 dias
resultam em alteragdes epigenéticas com reducao do crescimento
celular e aumento da apoptose em células de cancer de mama.

O sulforafano (SFN), um isotiocianato presente em diversos
vegetais da familia das cruciferas, como o brécolis, o repolho
e a couve, demonstrou reduzir o risco de desenvolvimento de
muitos tipos comuns de cancer®?¢. Sua agao quimiopreventi-
va ocorre através de diversos mecanismos, como interrupgao
do ciclo celular seguido de apoptose e indugao de enzimas
detoxificantes de fase II*’*°. DNMTs, especialmente DNMT1 e
DNMT3A, foram diminuidas em células de cancer de mama
tratadas com SFN, favorecendo o processo de apoptose®. Ainda
foi descrita a sua acao inibidora de HDAC, levando a um estado
de hiperacetilagao global e local**. O SFN também demonstrou
a capacidade de inibir HDACs in vivo, em modelos animais e
humanos. Camundongos tratados com uma tnica dose oral de
10uM de SFN apresentaram uma inibigao significativa de HDAC,
com aumento da acetilacao de histonas H3 e H4 em mucosa co-
16nica*. E interessante que, em amostras humanas, uma tnica
dose de 68 g de broto de brocolis foi capaz de inibir a atividade
da HDAC de forma significativa em células mononucleares do
sangue periférico nas 3 e 6h apds o consumo®.




A genisteina, uma isoflavona pertencente ao grupo dos flavo-
noides encontrada em intimeras plantas como feijao fava e soja,
demonstrou propriedades antitumoral e antiangiogénica em varios
tipos de cancer*. Um potencial mecanismo que recebeu atencao
consiste no envolvimento da genisteina na regulacao da transcri-
¢ao génica ou silenciamento através de modulagdes epigenéticas
como metilacdo de DNA e/ou modificagdes na cromatina . Em
células de cancer de prostata, a genisteina induziu a expressao de
alguns genes supressores tumoraise de reparo do DNA*. Dentre
os demais achados, incluiram-se eventos de hipometilacao de re-
gides promotoras e hiperacetilagao das histonas H3 e H4 em sitios
de inicio de transcrig¢do, resultando na indugao de apoptose** .

A curcumina, pigmento amarelo presente no agafao-da-In-
dia, é relacionada com multiplas atividades benéficas como
propriedade anti-inflamatdria, anti-angiogéncia, cicatrizante,
antioxidante e antitumoral. Em diversos modelos animais e es-
tudos em humanos, a curcumina demonstrou ser segura, mesmo
em doses altas; entretanto, sua solubilidade e biodisponibilidade
sao obstaculos para o uso terapéutico’’. Evidéncias sugerem que
a a¢ao quimiopreventiva da curcumina esteja associada a ativi-
dade hipometiladora do DNA. Estudos apontam sua atividade
inibitoria de enzimas epigenéticas, HDACs e histona acetiltrans-
ferases (HATs) em linhagens tumorais®>. Kang e colaboradores
(2006)°>° demonstraram modificacdes de histonas associadas a
curcumina, resultando em maior neurogénese, sinaptogénese e
migracao de células progenitoras neurais em modelo in vitro de
células-tronco adultas derivadas do cérebro. A incubag¢do com
a curcumina reverteu o efeito pro-inflamatoério de condigdes
hiperglicémicas em mondcitos humanos modulando mecanis-
mos epigenéticos, especificamente reduziu a atividade da HAT
e induziu a HDAC2%.

O resveratrol é um polifenol derivado da uva, frutas sil-
vestres, amendoim e outras fontes. Ao longo dos anos, foram
descobertas interessantes propriedades, como antitumoral pela
modulagao de vias de sinalizagdo capazes de controlar: apop-
tose, inflamagao, angiogénese, metdstase, crescimento e divisao




celular *. O composto apresenta uma atividade inibitdria sobre
as DNMTs, porém, de forma nao tao eficaz quanto a ECGC>.
Em estudo de modelo de hipertensao, o resveratrol conferiu um
efeito preventivo acompanhado de aumento na trimetilacao de
H3K27 em células da artéria aorta, marca epigenética vinculada
com silenciamento génico”. J4 em células de cancer de mama, o
resveratrol revelou sua capacidade de prevenir o silenciamento do
gene Breast cancer 1 (BRCAL1 - supressor de tumor), envolvendo a
ativacao de inibidores de HDAC do tipo III (Sirtuina 1 - SIRT1 - e
p300) tanto em estudos in vivo quanto in vitro®.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Todos esses achados ilustram a evolugdo de uma ideia mais
passiva frente a heranga genética para uma visdao de maior pro-
tagonismo da dieta, através da qual nossas escolhas nutricionais
representam ferramentas importantissimas na modulagao do nosso
perfil epigenético e consequentes reflexos na nossa qualidade de
vida capazes, inclusive, de reverberar nas préximas geragdes. E
importante que tal conhecimento seja aplicado e que a qualidade
nutricional ndo seja menosprezada frente a praticidade e a pala-
tabilidade de alternativas frequentes em nossa rotina.
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3. MODULAGAO EPIGENETICA
N& OBESIDADE HUMANA

Gilson Dorneles
Alessandra Peres

A redugdo no gasto energético em conjunto com o excesso
de consumo caldrico sdo considerados os principais fatores etio-
logicos para a obesidade, sugerindo que esta condigao seja alta-
mente associada a um estilo de vida inapropriado’. Atualmente,
a obesidade é considerada um dos principais problemas de satde
publica com sua taxa de prevaléncia aumentando dramaticamente
em diversos paises. Em estimativas prospectivas, no mundo, apro-
ximadamente 2,3 bilhdes de pessoas foram diagnosticadas com
sobrepeso ou obesidade no ano de 2015% Estes dados tornam-se
alarmantes, uma vez que essa condigao € considerada um fator
de risco para diversas doengas, como incapacidade fisica, doengas
enddcrinas, metabdlicas, cardiovasculares, pulmonares e alguns
tipos de cancer®. Nesse contexto, a obesidade e suas doengas as-
sociadas impactam negativamente os gastos financeiros de saude
publica no Brasil e em outros paises, com custo estimado total
de US$ 2,1 bilhdes no sistema de satide publica brasileiro*. Além
disso, deve-se ressaltar que as complica¢des associadas a obesi-
dade acarretam em redugao da qualidade e expectativa de vida e
morte prematura®. Assim, torna-se necessario o entendimento dos
processos fisiopatoldgicos envolvidos na obesidade, o que pode
contribuir para a busca de estratégicas preventivas e terapéuticas.

Quando o balango energético torna-se positivo, ou seja, o
aumento da ingestdo caldrica excede o gasto energético, mecanis-
mos hipertréficos e hiperpldsicos remodelam e expandem o tecido
adiposo®. Essa remodelagao esta associada com a maior infiltragao
de células imunes para o microambiente do tecido adiposo. Isto,




consequentemente, desregula a producao de citocinas e outras
substancias e aumenta os processos inflamatorios em uma condi-
¢ao conhecida como inflamagao cronica de baixo grau, isto é, uma
elevacao de 2-3 vezes em processos inflamatorios sistémicos em
individuos obesos quando comparado a individuos eutrdficos’.
Evidéncias demonstram papel essencial do tecido adiposo tanto
na protecao quanto no desenvolvimento de doengas cardio-me-
tabolicas e a inflamagdo cronica de baixo grau é compreendida
como uma chave entre tecido adiposo, disfun¢des metabdlicas
(obesidade) e desfechos de doengas®. Por exemplo, citocinas como
o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) sao capazes de fosforilar
o residuo de serina do receptor de insulina tipo 1 (IRS-1), inibin-
do a acgao da insulina sobre a translocagao de transportadores de
glicose (GLUT’s) e a consequente captagao de glicose®'.

Por outro lado, os agentes causais responsaveis pelo desen-
volvimento da obesidade parecem nao apenas serem dependentes
do aumento do consumo caldrico e redugao do gasto energético,
podendo esses desequilibrios subdividirem-se em fatores genéti-
cos e ambientais, ou mais ainda, uma combinac¢ao de ambos. Tal
interagdo acarreta nas alteragdes fisiologicas e imunoldgicas que
caracterizam a obesidade!. Neste sentido, a interacdo ambien-
te-gene ganha destaque no contexto atual como um dos mais
importantes reguladores na susceptibilidade e desenvolvimento
da obesidade'?. Estudos com gémeos demonstram que a influén-
cia genética para alguns parametros ¢ baixa ao nascimento, mas
aumenta sua importancia com o passar da idade, sugerindo que
fatores ambientais exercem forte impacto, sobretudo em mulheres
pré-adolescentes'>". Esses achados sugerem, entdo, o envolvi-
mento da maquinaria epigenética na fisiopatologia da obesidade,
conforme serd discutido a seguir.

3.1 EPIGENETICA NA OBESIDADE HUMANA
Estudos em humanos apontaram fortes evidéncias de que a

obesidade materna durante a gravidez é um fator de risco para o
desenvolvimento dessa condigdo clinica para os seus descenden-
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tes's. Estudos posteriores com modelos animais de manipulagao
dietética durante a gravidez e lactagao e em modelos de sub-
nutricdo ou em um contexto de excesso de consumo alimentar,
demonstraram ainda que a obesidade pode ser transmitida atra-
vés de multiplas geragdes via linhas maternais'” ou paternais'®
através de mecanismos epigenéticos. Assim, um ambiente adverso
durante periodos in utero ou de lactacao pode estar envolvido
no desenvolvimento futuro de obesidade, sugerindo que tanto a
nutricdo materna quanto a paterna ou um estilo de vida perinatal
inapropriado podem estar relacionados a programacao génica do
feto/recém-nascido®.

Neste contexto, utilizando um modelo de fertilizacao in vitro
para garantir a herancga exclusiva através de gametas, Huypens
e colaboradores (2016)* demonstraram recentemente que uma
dieta hiperlipidica parental tornou a prole mais suscetivel ao
desenvolvimento de obesidade e diabetes.

Ha poucas evidéncias abordando a influéncia epigenética na
obesidade humana, porém um dos estudos mais significativos na
area foi realizado com criancas que nasceram de mulheres expos-
tas a desnutricao extrema durante a gravidez devido a grande
fome no inverno holandés ocorrido na II Guerra Mundial. Foi
possivel identificar uma redugdo no nivel de metilagdo do gene
fator de crescimento semelhante a insulina-2 (IGF-2) naquelas
criancgas quando adultas?*. Além disso, esses mesmos individuos
também apresentaram maior probabilidade de desenvolvimento de
obesidade e intolerancia a glicose em uma condicao dependente
ao tempo de exposi¢ao a fome®*.

No entanto, nao apenas a nutri¢ao, mas também fatores am-
bientais como o sedentarismo parecem contribuir para uma fonte
de diferencas interindividuais no que diz respeito ao desenvolvi-
mento da obesidade e de outras doengas metabdlicas. Por exem-
plo, em uma coorte de 738 voluntarios estratificados por idade,
sexo e metabolismo glicidico, Luttmer e colaboradores (2013)*
identificaram que individuos que apresentavam sindrome meta-
bolica possuiam niveis de metilagdo de acido desoxirribonucleico
(DNA) reduzidos em comparagdo a individuos sem sindrome



metabolica. Essa relacdo foi principalmente atribuida a associagoes
lineares com niveis plasmaticos de jejum de glicose e lipoproteina
de alta densidade (HDL). Assim, a hipometila¢dao global de DNA
tem sido considerada um fator independentemente associado a
alteracOes metabolicas caracteristicas da obesidade?.

Um passo inicial para compreender como regulagdes epige-
néticas estao relacionadas ao desenvolvimento da obesidade esta
na andlise do impacto de imprinting gendmico, um fendmeno pelo
qual certos genes sao expressos apenas por um alelo, enquanto o
outro é inativado por marcadores epigenéticos, como a metilacao
de DNA, de modo a afetar a expressao e o balango de expressdes
génicas de alelos maternais e paternais®.

Muitos desses eventos sao conhecidos por afetar fungoes
metabdlicas de diferenciacdo, desenvolvimento e estabilidade ce-
lular, sendo que muitos genes que sofrem a acao do processo sao
fatores de crescimento ou reguladores da expressao pos-transcri-
cional”. Um exemplo cldssico inclui a Sindrome Prader-Willi, na
qual uma delegao paternal da molécula de RNA ndo codificante a
15q11-15q13 resulta em uma sindrome caracterizada por severos
tragos de obesidade devido ao aumento da compulsao alimen-
tar®?. Diferente dessa sindrome que envolve apenas a alteracao
de um gene, a obesidade, por ser uma doenca multifatorial, pode
envolver mutagdes em mais de um gene sob controle epigenético.
Apesar disso, um corpo crescente de conhecimento demonstra
que modificacdes epigenéticas impactam em uma série de outros
genes e processos, nao apenas associados ao imprinting gendmico,
mas também a eventos conhecidamente reguladores da obesidade.

E importante mencionar que existem poucos estudos
abordando modificagdes de histonas na obesidade humana. Até
o momento, metilacio de DNA, em nivel global, sitio especifico
ou em estudos de associagao do genoma (conhecidos como ge-
nome-wide) sao os principais eventos epigenéticos estudados. O
item abaixo descreverd a relacao entre modulacao epigenética na
expressao de genes associados com a obesidade.




3.2 GENES EPI-OBESOGENICOS

Avangos continuos na tecnologia e no conhecimento cientifico
permitem um maior entendimento de como mecanismos epigené-
ticos podem influenciar genes relacionados ao desenvolvimento da
obesidade. A esses genes da-se o nome de genes obesogénicos, ou
seja, sao aqueles que possuem papel crucial na expansao do tecido
adiposo visceral e desregulacoes metabolicas®. Resumidamente,
genes obesogénicos podem ser associados a: adipogénese, ciclo
celular, inflamagao, metabolismo energético (lipidico e glicidico),
regulacao do apetite e resisténcia insulinica®.

A procura por genes humanos que podem ser regulados por
mecanismos epigenéticos em relacdao a obesidade ¢ de grande inte-
resse. Muitos deles produzem um estado de hipermetilacao de DNA
em sua regiao promotora e estao relacionados a comorbidades da
obesidade, como uma maior susceptibilidade de desenvolvimento
de tumores, tais como caspase 8 (CASP8) e fator de crescimento
semelhante a insulina proteina de ligagao-3 (IGFBP3)*%, enquan-
to outros estdo envolvidos em doencgas metabdlicas: coativador
do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama 1
(PPARGC1)*, autotolerancia® e doengas cardiovasculares - hidro-
xisteroide (11-Beta) desidrogenase 2 (HSD11B2) e receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma gama 5 (PPARG5)*,

Interessantemente, alguns genes obesogénicos apresentam
um potencial papel no desenvolvimento da obesidade e processos
relacionados sobretudo a adipogénese”, a inflamagao®** e a
sinalizac¢do insulinica***!. Como ja mencionado, a obesidade é ca-
racterizada por uma inflamacao subclinica devido a modifica¢des
no fendtipo de leucdcitos’, aumento na producao de citocinas
pro-inflamatorias® e maior infiltracao dessas células imunes em
tecidos metabolicamente ativos como o tecido adiposo, tecido
musculoesquelético, tecido neural e hepatico’. Neste contexto,
a alteragdo na regulacao epigenética de células mononucleares
apresentam um papel principal na modificacao do fendtipo e
maior resposta pro-inflamatoria’.




Diversos genes inflamatdrios podem ser regulados por alte-
ragdes epigenéticas®. Tem sido descrito que alteragdes nos niveis
de acetilagdo de histonas e metilagdo no tecido adiposo, tanto de
DNA quanto de histonas, estao associadas a um estado aumen-
tado de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-q, e adipocinas,
como a leptina, nas quais a expressao é determinada pelo status
epigenético em genes relavantes®*. Por outro lado, mulheres que
apresentaram uma redugao de tecido adiposo apds implementagao
de dieta hipocaldrica exibiram baixos niveis de metilagdo de DNA
em genes inflamatorios?. De fato, em um estudo com homens
obesos, alteragdes epigenéticas em sitios citosina fosfato guanina
(CpG) de Wilms tumor 1 (WT1), um gene supressor de tumores, e
ATPase, Class V, Type 10A (ATP10A) foram encontradas*®. Recen-
temente, Kim e colaboradores (2015)* demonstraram ainda que
citocinas pro-inflamatodrias ativam a enzima DNA metiltransferase
1 (DNMT1), responsavel pela hipermetilagdo de DNA em genes
anti-inflamatorios, estimulando a compactagao da cromatina no
gene promotor da adiponectina, uma importante adipocina an-
ti-inflamatodria, no tecido adiposo. Como consequéncia, ocorre a
redugao na expressao e producao de adiponectina,

Uma andlise da abundancia de ilhas CpG que sofrem alte-
ragOes epigenéticas confirmam nao s6 genes inflamatdrios, mas
também metabdlicos e de adipogénese, que sofrem influéncias
epigenéticas como metilacao de DNA e acetilagdes de histonas™.
Assim, o controle metabdlico e de adipogénese através da influén-
cia epigenética mostra-se alterado através de genes como o Adipo-
nectin, C1Q And Collagen Domain Containing (ADIPOQ - gene da
adiponectina, com acetilagao e metilagao de histonas)*’, metilacao
de DNA nos genes acido graxo sintase (FASN), hidroxiacil-coa
desidrogenase (HADHB) e NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
beta subcomplex subunit 6 (NDUFB6). Todos estao relacionados a
lipogénese®', metilacdo de DNA e acetilagdo de histonas dos genes
da insulina (INS)*, do receptor de insulina (INSR)> e IGF2%, que
também estao relacionados a homeostase da glicose.

Além disso, algumas proteinas fundamentais para o controle
metabdlico apresentam alteragdes epigenéticas em seus genes, tais
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como a acetilagdao de histonas do GLUT4* e a metilagao de DNA
do gene do receptor de insulina®. Ainda sobre o receptor insulini-
co, dados recentes demonstram que alguns genes relacionados a
sinalizag¢ao insulinica como o caveolina 1 (CAV1)%, o isoforma da
subunidade catalitica gama fosfatidilinositol-4,5-bifosfato-3 kinase
(PIK3CG)™ e o fator de crescimento semelhante a insulina proteina
de ligagao-3 (IGFBP3)*” apresentam um estado de hipermetilagao
tanto na obesidade quanto no carcinoma hepatocelular ou na pro-
gressao do cancer colorretal. Em conjunto, pode-se acreditar que
essas alteragOes epigenéticas comuns na obesidade e em certos tipos
de canceres podem explicar a influéncia que o excesso de tecido
adiposo exerce sobre o desenvolvimento acelerado de tumores.

O estado de metilagao do DNA ainda influencia uma série
de outros genes com papel da expansao do tecido adiposo®.
Curiosamente, alguns genes apresentam modifica¢des no estado
de metilagao de DNA durante a senescéncia celular, como, por
exemplo, os genes receptores ativados por proliferadores de pe-
roxissoma gama (PPARG), lipase lipoproteica (LPL) e proteina de
ligacdo de acidos graxos 4 (FABP4), responsaveis pela captacao
e controle do metabolismo de lipidios no tecido adiposo®. Ja
outros genes associados a adipogénese apresentam um estado
de hipermetilagao de DNA na obesidade e estao associados ao
desenvolvimento de diversos tipos de tumores e canceres, como,
por exemplo, o gene receptor alfa do acido retindico (RARA)*, que
apresenta associagao com cancer de prostata e mamario; fosfatase
homologa a tensina (PTEN)®, com papel no cancer coloretal e glio-
mas; inibidor de quinase dependente de ciclina 1 (ACDKN1A)®,
que apresenta associacao a diversos tipos de canceres devido a
metilagdes diversas em regides promotoras.

3.3 MODIFICACOES NO ESTILO DE VIDA PODEM ALTERAR
A INFLUENCIA EPIGENETICA NA OBESIDADE?

Uma vez que a obesidade é um dos principais desafios de
saude publica, uma série de estudos tem tentado apontar dife-
rentes estratégias com objetivo de induzir a um balango calorico




negativo e, consequentemente, reduzir a massa corporal de in-
dividuos obesos®*®, No entanto, a modificacdo no estilo de vida
nado parece resultar efetivamente no emagrecimento em diversos
casos, indicando que ha fatores fisioldgicos, bioquimicos e ge-
néticos envolvidos nessa variabilidade interindividual®. Neste
contexto, estudos recentes apontam para a existéncia de diversos
marcadores epigenéticos capazes de modificar a expressao génica
estando envolvidos no sucesso, ou insucesso, de intervengoes de
emagrecimento e modifica¢des de estilo de vida®.

Para exemplificar, Huang e colaboradores (2015)% identifica-
ram que dos 32 genes candidatos analisados para uma possivel
associa¢ao com a obesidade foram encontrados padroes de metila-
cao de DNA diferenciais nos genes: fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF), receptor 1 de rianodina (RYR1) e alfa tubulina
-3C (TUBAB3C). Outro estudo comparando individuos responsivos
versus nao responsivos a programas de emagrecimento identificou
que a regidao promotora do TNF-a apresentou menores niveis de
metilagao, especialmente nas posi¢des -170 pb e -120 pb em com-
paragao a individuos que ndo emagreceram apos oito semanas®.

Intervengdes como exercicio fisico, dietas e cirurgias para
emagrecimento também apresentam importantes influéncias no
perfil de metilagao de DNA de diferentes tipos de tecidos huma-
nos”. Deste modo, o perfil de metilagao de individuos obesos tor-
na-se mais similar ao perfil encontrado em individuos eutréficos
apos cirurgia de redugdo de massa corporal®. Apesar dessas evi-
déncias ainda estarem em recente investigagao e necessitarem de
um corpo de estudo com tamanhos amostrais maiores, os referidos
dados sugerem que o perfil de metilacao de DNA de pacientes
obesos pode ser modificado a partir da reducgdo de massa adiposa
corporal. Além disso, pode-se supor que o estado de metilagao
em alguns casos parece estar muito mais relacionado ao fendtipo
adquirido de obesidade do que a um marcador programado de
individuos que apresentam predisposi¢ao a se tornarem obesos.

Uma série de estudos recentes procurou comparar o perfil
de metilagao de pessoas que apresentaram sucesso na perda de
massa corporal durante interven¢des em relacdo a pessoas que




nao apresentaram o mesmo sucesso®”2. Apds os periodos de in-
tervengao, diferencas de niveis de metilagao entre os grupos foram
identificadas em genes envolvidos no controle da adiposidade,
insulina e metabolismo energético, inflamagao e ritmo circadia-
no*72 Corroborando esses fatos, apos seis meses de cirurgia gas-
trica by-pass, o nivel de metilacao na regiao promotora do gene
PPARGC1 reduziu e do piruvato desidrogenase kinase-4 (PDK4)
aumentou no tecido musculoesquelético de individuos obesos®.
Além disso, de 14 genes metabdlicos analisados, a metilagao de 11
genes de mulheres obesas foi semelhante aos niveis encontrados
em mulheres eutrdficas®®. Em conjunto, tais dados demonstram
que modifica¢des nos niveis de metilagio de DNA de genes envol-
vidos nesses processos podem predispor individuos a um maior
aumento de massa corporal bem como ao sucesso de intervengoes.

Também foi reportado que niveis de metilacdo de DNA na
regido promotora de genes relacionados a leptina e TNF-a sao
sensiveis a redugao do tecido adiposo apos dieta hipocalorica®.
Neste sentido, Abu-Farha e colaboradores (2013)”® demonstraram
que doze semanas de treinamento combinado, utilizando-se exer-
cicios de forga e aerdbio, modificaram a expressdo de 38 proteinas,
analisadas através de técnicas de protedmica, em células mono-
nucleares circulantes. Em especial, a enzima histona deacetilase 4
(HDAC4), responsavel pela desacetilagao de histonas, apresentou
aumento apods o periodo de intervencao. Além disso, a HDAC4
foi positivamente correlacionada com o consumo de oxigénio,
um indicador de capacidade funcional, e inversamente correla-
cionada com o indice de massa corporal dos individuos obesos™.
E importante ressaltar que a HDAC4 apresenta um papel funda-
mental na ativagao do fator nuclear kappa-B (NF-Kb)-dependente
de TNF-a, de modo a estabelecer um link entre a atividade da
HDAC4 e a regulacao do sistema imune no que diz respeito ao
desenvolvimento de um processo inflamatoério™. Assim, HDAC4
pode representar um potencial alvo terapéutico para o controle e
manejo da obesidade. De modo semelhante, o grupo recentemente
demonstrou que uma tnica sessao de exercicio intervalado de alta
intensidade foi capaz de aumentar a atividade global da enzima
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HDAC em células mononucleares periféricas™. Em comum, essas
alteragdes na atividade global da HDAC ou especificamente da
isoforma HDAC4 em leucdcitos circulantes foram acompanhadas
por aumento nos niveis circulantes de citocinas imunoregulado-
ras”, como interleucina 10 (IL-10), e fator de transformagao do
crescimento-beta (TGF-f3) ou na reducao de citocinas pro-infla-
matorias, como o TNF-a74.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

A obesidade é agora reconhecida como um problema de satde
publica em niveis epidémicos, devendo ser tratada com educagao
e politicas publicas eficientes. Este capitulo demonstrou que a
interacdo gene-ambiente é capaz de influenciar a regulagao e a ex-
pressao de uma série de fatores envolvidos direta ou indiretamente
a obesidade, sugerindo que a obesidade nao é apenas uma simples
conta de balango caldrico e sedentarismo. Por fim, apresentamos
evidéncias de como tratamentos para o emagrecimento, seja por
cirurgia, exercicio fisico ou dieta podem alterar e, em alguns casos,
reverter diversos marcadores epigenéticos. E a partir de um maior
conhecimento sobre 0s mecanismos epigenéticos associados a obe-
sidade, interveng¢oes poderao se tornar cada vez mais eficientes de
acordo com o background genético de cada individuo.
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4. MODULACAOQ EPIGENETICA
NAS DOENCAS RESPIRATORIAS

Ivy Reichert Vital da Silva
Gustavo Pereira Reinaldo
Viviane Rostirola Elsner

Nas doengas respiratorias, as vias aéreas sao expostas nao
somente aos poluentes externos como também ao estresse celular
gerado pelo processo inflamatdrio e pela resposta imunologica.
Este estresse pode acarretar alteragdes no epigenoma, o que
consequentemente impacta na etiologia e na progressao das re-
feridas enfermidades. Ainda, tem sido descrito que a exposigao
intrauterina e pos-natal, como o tabagismo, afeta diretamente a
severidade do quadro clinico dessas doencas, o que também esta
associado a alteracao de marcadores epigenéticos'.

Este capitulo elucidara os mecanismos epigenéticos vincula-
dos a fisiopatologia e progressao de duas importantes doencas
respiratdrias cronicas: a Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC) e a Asma. Vale ressaltar que ambas apresentam sinto-
matologia e fisiopatologia semelhantes, sendo caracterizadas por
obstrucao ao fluxo aéreo. Contudo, em individuos com DPOC, na
maioria das vezes, essa obstrugao € irreversivel enquanto que em
asmaticos, isso ocorre em resposta a exposicao a alérgenos, sendo
a crise, normalmente, reversivel com a retirada do fator causador.

4.1 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC)

A DPOC vem se tornando uma doenga de impacto global,
apresentando uma prevaléncia superior a 10% no mundo? A
Organizag¢dao Mundial de Satde (OMS)’ tem demonstrado que
a DPOC causa aproximadamente trés milhdes de mortes/ano,
representando uma das principais causas de mortalidade e mor-




bidade nos dias de hoje. A OMS prevé que no ano de 2030 a mor-
talidade por DPOC passara de quarto lugar no ranking de morte
por todas as causas para a terceira posi¢ao, vindo logo atras de
outras patologias como a doenga arterial coronariana e o acidente
vascular encefalico*. Assim, o estudo dos aspectos etiologicos e
fisiopatologicos da doenga bem como estratégias preventivas e
terapéuticas para a DPOC sao essenciais.

Sabe-se que a exposigao ao tabaco é o principal fator de ris-
co associado ao desenvolvimento da patologia; porém, diversos
outros fatores sdo causas importantes e preveniveis da doenga’.
Conforme a Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia®,
o desenvolvimento da DPOC se da através de alguns fatores de
risco especificos, classificados em dois grupos: os fatores externos
e os individuais, conforme observado na tabela 1.

Fatores externos Fatores individuais
Tabagismo Deficiéncia de glutationa transferase
Exposigao a poeira ocupacional | Deficiéncia de alfa-1 antitripsina e
Produtos quimicos alfa-1 antiquimotripsina
Fumacga e infec¢Oes respiratdrias Hiper-responsividade bronquica
graves na infancia Desnutrigao
Condicao socioecondmica Prematuridade

Tabela 1. Fatores de risco para o desenvolvimento da DPOC.

No perfil fisiopatologico da DPOC, pode-se observar que o
sistema surfactante ¢ demasiadamente afetado pela destruicao
do parénquima pulmonar, dificultando, desta forma, que as
trocas gasosas ocorram. Sendo assim, existe a perda da elastici-
dade pulmonar, ensejando um acimulo de secrecao e exsudato
inflamatdrio. Esse quadro acarreta na obstrucao do fluxo aéreo
e, consequentemente, aumenta a capacidade residual funcional,
ocasionando um quadro de hiperinsuflagao pulmonar e piorando
a relagdo tensao/comprimento muscular diafragmatico. Isto cau-
sa importante declinio da capacidade muscular de gerar forga’.
Além da disfungao respiratdria, ocorrem comprometimentos em
outros drgaos como: 0ssos, sistema cardiovascular e musculo
esquelético®. A disfuncdo muscular de membros inferiores atin-
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ge aproximadamente um ter¢o dos pacientes mesmo em fases
precoces da patologia quando a obstrugdo das vias aéreas ainda
nado € considerada grave, o que pode contribuir para o compro-
metimento da capacidade funcional e estilo de vida sedentérios
desses individuos’.

Em nivel molecular, evidencia-se a ativacao de células in-
flamatorias'® e de marcadores epigenéticos''. Especificamente,
observa-se alteracao dos niveis de metilagdo do acido desoxirribo-
nucleico (DNA) e reducao dos niveis de acetilagao de histonas em
diversos tecidos como o pulmonar, sangue periférico e musculo
esquelético, conforme sera abordado a seguir.

Alteracdes nos niveis de metilacao de DNA sao observa-
das em tecido pulmonar de pacientes com DPOC™". Um perfil
de hipermetilagao em alguns loci e hipometilagao em outros é
constatado nesses pacientes, o que estd associado a diminuicao
da transcricao de genes protetores e ao aumento da transcricao
de genes promotores dessa doenga, levando a um progndstico
mais negativo. Assim, a hipermetilacao das ilhas citosina fosfato
guanina (CpGQG) visa estabelecer um antagonismo entre uma via
protetora e uma via promotora da patologia da DPOC®. A hipo-
metilagdo do gene promotor de histona deacetilase 6 (HDACS6),
por exemplo, determina um aumento da expressao de HDAC6 em
macrofagos alveolares. Esse processo contribui para a disfungao
epitelial mediada pelo cigarro, através da promogao de autofagia'*.

Além disso, a fumaca de cigarro pode estar associada a al-
teragdes na expressdao de DNA metiltransferases (DNMTs) e a
modificagdes na metilagao de ilhas CpG na estrutura dinamica do
DNA em pacientes com DPOC, participando diretamente da piora
do quadro clinico®. A hipermetilagao de genes especificos, como
fator de coagulacao II (trombina) receptor-like 3 (F2RL3) e receptor
15 acoplado a proteina G (GPR15), mostrou estar associada nao
s6 ao tabagismo atual, mas também ao tempo de dependéncia do
cigarro, apresentando relacdao dose resposta'®. Ainda, foi relatado
que o tabagismo diminuiu a expressao de genes protetores. Tsa-
prouni et al. (2014)'® relataram uma hipometilagdao de DNA em
sangue periférico, a qual foi apenas parcialmente reversivel apds
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a cessacao do tabagismo, sugerindo que o cigarro induz a alte-
racOes reversiveis em marcadores epigenéticos nessa populacao.

Chen e colegas (2012)"” observaram que pacientes com carga
tabagica maior que 40 magos-ano apresentaram maior atividade
da enzima HDAC quando comparados a individuos com menos
de 40 magos-ano. Com isso, foi estabelecida uma correlacao posi-
tiva entre a atividade da HDAC e o tabagismo em pacientes com
DPOC. Assim, evidencia-se que o tabagismo é um importante
modulador de marcadores de acetilagao de histonas e metilagao
de DNA em individuos com DPOC.

O tabagismo e o estresse oxidativo diminuem também a ati-
vidade da enzima HDAC2 em macréfagos presentes em tecido
pulmonar’®, o que promove a persisténcia do processo inflamatdrio
em pacientes com DPOC" devido a diminuigao de citocinas anti
-inflamatoérias e ao aumento das pro-inflamatdrias. Neste sentido,
a reducao da expressao de HDAC aumenta a acetilagao global do
gene promotor da interleucina 8 (IL-8), a qual apresenta atividade
pro-inflamatdria. Esse perfil molecular contribui para a resisténcia
a terapia farmacoldgica com corticosteroides e esta diretamente
ligado a gravidade da doenca e evolugao do quadro clinico®.

Alguns estudos tém sugerido que pacientes com DPOC,
independentemente do tabagismo atual, possuem a atividade da
HDAC diminuida em macréfagos alveolares, e esta condigao se
encontra relacionada com a gravidade das limita¢des do fluxo
aéreo”. Esses achados corroboram os de Marwick (2004) que
observaram, em macrofagos alveolares de tabagistas, uma redu-
¢ao da atividade da HDAC e na expressao da HDAC2, estando
diretamente relacionada com o aumento da liberagao de citocinas
inflamatorias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 1L-8%.

Modificagdes epigenéticas no gene guanina-adenina-timina
-adenina 4 (GATA 4), que se encontra associado com a fungao e
o desenvolvimento do sistema cardiopulmonar, também foi re-
lacionado com o estado de satde geral de pacientes com DPOC.
Em um estudo experimental, foi observado que camundongos
com deficiéncia nesse gene especifico morrem no utero devido
as anormalidades significativas na formacao do sistema cardio-



vascular®. Em estudo com humanos, foi descrito que o GATA 4
¢ fundamental para o desenvolvimento dos lobos pulmonares®.
Por outro lado, a mutacao desse gene especifico estd associada
com disfun¢des cardiacas congénitas e insuficiéncia das valvas
cardiacas®. Outro estudo mostrou que os pacientes com DPOC
apresentam metilacao do gene GATA 4, indicando uma reducgao
na sua transcrigao e expressao quando comparado com o grupo
controle. Desta forma, os autores sugerem que o estado de metila-
¢ao do gene GATA 4 pode ser um preditivo para avaliar o estado
de saude dos pacientes com DPOC?.

Como ja comentado, a disfungao muscular esquelética é uma
manifestagdo sistémica presente na maioria dos pacientes com
DPOC, principalmente em estagios mais avangados da patologia.
Neste contexto, um estudo recente mostrou um aumento signiﬁca-
tivo nos niveis da HDAC4 em musculo vasto lateral de pacientes
com essa doenga®.

4.2 ASMA

A asma ¢ uma doenga com alta incidéncia na populagdao em
geral, acometendo principalmente os individuos em fases iniciais
de suas vidas, configurando um sério problema de satde publica.
De acordo com The Global Asthma Report (2014)¥, a prevaléncia
dessa condicao clinica apresentou um aumento de 235 para 334
milhdes entre os anos de 2011 e 2014. Mundialmente, a sua preva-
léncia varia de 1 a 18% em média, sendo diferente entre os paises,
devido a diversidade de varia¢des geograficas e demograficas®®
2 No Brasil, existem escassos trabalhos na literatura relatando
a prevaléncia da asma em criancas. Em estudo recente realizado
com criangas em fase escolar em algumas regides brasileiras
como Sul e Sudeste, destaca-se a cidade de Porto Alegre, no Rio
Grande Sul, apresentando uma prevaléncia de 21,9% no grupo de
adolescentes entre 13 e 14 anos®.

Na maioria dos casos, o inicio dos primeiros sintomas da
doenga ocorre antes dos 5 anos de vida, com prevaléncia maior no
sexo masculino (relagao 2:1). Ja em adultos, essa prevaléncia tem



tido um aumento nos ultimos anos, estimando-se entre 5 e 10%,
principalmente em paises industrializados® ****. Isso ilustra a ne-
cessidade de um diagnostico diferencial de forma a permitir uma
intervencao o mais precocemente possivel. Assim, o conhecimento
acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos da doenga bem como as
estratégias preventivas e terapéuticas para a asma sao de grande
importancia para o manejo e as decisoes frente ao seu tratamento.

Numerosas exposi¢oes pré-natais, como a asma materna ou
atdpica, desnutri¢ao ou a obesidade gestacionais, estresse mater-
no durante a gravidez e a exposicao a poluentes possuem forte
influéncia sobre futuras doengas respiratdrias, tanto para o feto
quanto para a mae. Entre esses, o tabagismo materno durante a
gravidez é um dos fatores de risco mais importantes para o desen-
volvimento da func¢ao pulmonar prejudicada e risco de asma*.
Ja estd elucidado que a asma infantil implica um aumento em
vinte vezes do risco de obstrugao do fluxo aéreo quando adulto®.

A fisiopatologia da asma é complexa e caracterizada pela
obstrucao variavel das vias aéreas, a qual é ocasionada pela hi-
per-reatividade bronquica, edema e inflamagao das mesmas. Vale
ressaltar que tal condicao é centrada em dois aspectos: a infla-
macao e a remodelacao das vias®. A inflamacao das vias aéreas
¢ um fator importante no desenvolvimento do quadro asmatico.
A presenga de edema e o acimulo de secrecao contribuem para
a obstrugao das vias, acarretando na hiper-reatividade bronquica
e dificultando a passagem de ar. Os alérgenos, nas vias aéreas,
ativam o aparecimento de mediadores inflamatorios provenientes
dos macréfagos e demais células®, o que, juntamente com altera-
¢oes dos niveis de marcadores epigenéticos, contribuem para o
inicio e a evolugdo do quadro clinico'. Especificamente, obser-
va-se alteracao dos niveis de metilacdo do DNA e na atividade/
concentracdao nas enzimas histona acetiltransferase (HAT) e HDAC
evidenciadas principalmente em tecido pulmonar.

Foi mostrado, em um estudo de coorte com 157 criangas com
idade entre 2 e 10 anos, que o manuseio de animais bem como
a exposigao a fumaca de cigarro aumentam os niveis de metila-
¢ao de DNA no marcador CD14 (glicoproteina). Isso explica, em



parte, o entendimento das divergentes associacoes de alelos do
marcador CD14 e sua relagao com doengas alérgicas detectadas
em diferentes ambientes através da modulacao epigenética*'.

Em alguns doentes asmaticos graves, as células mononu-
cleares do sangue periférico perdem plasticidade fenotipica, nao
conseguindo responder de forma adequada aos corticosteroides.
Essa resisténcia ao uso de corticosteroides inalados tem sido
associada ao aumento da expressao do fator de crescimento de
colonias de macrofagos e granuldcitos (GMCSF) e liberagao de
citocinas pro-inflamatodrias, como o interferon-gama (IFN-vy),
parcialmente devido a desregulagdo entre as concentragdes de
histona acetiltransferase (HAT) e HDAC*. Desta forma, assim
como ocorre na DPOC, o tratamento da asma com corticoesteroi-
des modula marcadores epigenéticos.

A atividade da HDAC também ¢ atribuida a resisténcia de
fibroblastos pulmonares, percebida em patologias pulmonares
fibréticas apoptoticas, tais como fibrose pulmonar intersticial e
asma®, o que possivelmente leva a uma diminui¢do da expressao
de genes protetores.

A fungao da HDACI ¢ essencial para que ocorra uma repa-
racao e remodelagao do epitélio das vias aéreas, bem como para
o crescimento de células epiteliais, associando-se com a evolugao
do quadro clinico para asma grave uma vez que a atividade dessa
enzima se encontra relacionada com a resisténcia a farmacos es-
teroides*. O aumento e a remodelacao do epitélio das vias aéreas
estao associados com a gravidade da patologia, sendo constatada
uma intensidade de sua atividade em pacientes com asma grave
em comparacao a pacientes com asma moderada®. Sendo assim,
a atividade da HDAC1 pode representar um importante biomar-
cador para distinguir a severidade dessa condigao clinica.

A atividade da HAT também ¢é alterada em tecido pulmo-
nar de asmaticos. Esta se encontra aumentada tanto em bidpsias
pulmonares de adultos*® quanto em criangas*. Com base nesses
achados, evidencia-se que o desequilibrio HAT/HDAC esta vincu-
lado a gravidade e intensidade dos sintomas da asma previamente
descritos*> * %




4.3 CONSIDERACOES FINAIS

A modulacao epigenética se encontra envolvida nos principais
eventos respiratérios. Até o momento, existem relatos significa-
tivos da contribuicao epigenética na alteracao da expressao de
genes especificos relacionados com a resposta imunoldgica, o que
estd associado ao processo inflamatorio caracteristico das duas
condigOes clinicas abordadas anteriormente.

Compreender as alteragdes na maquinaria epigenética, suas
interagOes e alteragdes utilizando abordagens de pesquisa transla-
cional pode ser sugerido como um importante contribuinte para a
melhor compreensao da fisiopatologia de doengas de vias aéreas
como a asma e DPOC. Espera-se que, em um futuro proximo, o
uso desses biomarcadores possa ser amplamente explorado nessas
doengas, apontando para um melhor manejo e diagnodstico precoce
das referidas patologias. Estes achados poderao direcionar novas
abordagens preventivas e terapéuticas para populagdes atingidas.
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5. MODULACAO EPIGENETICA NAS
DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Karine Bertoldi
lonara Siqueira

O aumento da expectativa de vida observado nas ultimas
décadas esta relacionado a diversos fatores como os avangos na
medicina e na tecnologia, assim como a uma melhora no sanea-
mento basico. Em 2011, a Organizagao das Nag¢des Unidas estimou
um aumento consideravel da populagdo com mais de 60 anos de
idade nas préoximas décadas .

Estima-se que o crescimento demografico da populagao idosa
serd acompanhado pelo aumento de doengas cronicas relaciona-
das a idade. Ainda, o envelhecimento populacional implica em
elevados gastos para a saude publica. Portanto, estudos buscam
um entendimento mais aprofundado tanto sobre o envelhecimento
fisiologico quanto sobre suas patologias relacionadas, contribuindo
para uma melhor qualidade de vida dessa parcela da populagao®.
Além disso, é importante destacar que o envelhecimento é um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como a Doenga de Parkinson (DP) e a Doenga
de Alzheimer (DA).

5.1 DOENCA DE ALZHEIMER (DA)

A DA ¢é caracterizada como uma desordem neurodegenerativa
progressiva e irreversivel, considerada a causa mais comum de
deméncia. A DA envolve a perda neuronal de regides especificas
do cérebro, como o hipocampo e o cdrtex, levando ao declinio de
diversas fung¢des cognitivas, principalmente da memoria.
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A DA é normalmente classificada pela idade de inicio e pelo
estado genético, podendo ser tanto esporddica quanto familiar.
A forma esporadica é caracterizada por inicio tardio (idade > 65
anos) e representa em torno de 99% dos casos de Alzheimer. Ja a
forma familiar representa apenas cerca de 1% dos casos, possui
um inicio em idade precoce (idade < 65 anos) e é relacionada a
um componente genético que causa mutagdes nos genes que co-
dificam a proteina precursora amiloide (APP) e as presenilinas 1
(PSEN1) e 2 (PSEN2)°.

Além da influéncia do fator genético, é importante ressaltar
que diversos fatores ambientais como idade, género, trauma
cerebral, hipertensao e diabetes podem influenciar no desenvol-
vimento da DA. Ainda, os fatores ambientais podem prevalecer
ao componente genético, resultando em maior ou menor vulne-
rabilidade ao desenvolvimento da doenca *.

Embora diferentes polimorfismos e fatores de risco tenham
sido associados ao desenvolvimento e a progressao da DA, os
mecanismos responsaveis ainda nao estao claramente elucidados.
Neste contexto, os principais achados histopatoldgicos tanto da
DA esporadica quanto da familiar sao as placas amiloides observa-
das no espacgo extracelular. Ainda, os emaranhados neurofibrilares
intracelulares, formados pelo acimulo de proteina tau fosforilada,
também caracterizam a doenga®. No entanto, a chamada “hipdtese
da cascata amiloide”, a partir da qual se afirma que a principal
causa da DA seria o aumento do peptideo 3-amiloide (AB) e a
formacgao de placas, continua sendo amplamente aceita e estuda-
da. As placas amiloides sao formadas através da agregacao do
AB, que é gerado a partir da clivagem da APP por dois grupos
de enzimas 3- e y- secretases®.

A APP pode ser clivada por duas vias diferentes, uma ami-
loidogénica e outra nao amiloidogénica, gerando produtos finais
distintos. A via nao amiloidogénica é representada por enzimas
denominadas a—secretases. As enzimas candidatas a atividade
de a-secretases sao membros de uma familia de metaloproteases
(ADAM) incluindo ADAMY9, ADAM10 e ADAM17 ou enzima
conversora do fator de necrose tumoral-alfa (TACE) “.
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A via amiloidogénica € representada pela clivagem sequencial
da APP por duas enzimas, (3-secretase seguida da y-secretase ori-
ginando o peptideo Af®. A enzima (3-secretase 1 (BACE1) é uma
aspartil protease altamente expressa em neurdnios e responsavel
pelo primeiro passo na clivagem da APP. Posteriormente, a cli-
vagem € realizada por um complexo de proteinas que contém as
presenilinas 1 e 2, entre outras, denominado y-secretase’. Estudos
sugerem que uma perda na homeostase da maquinaria responsa-
vel pela producao e pela remocao do peptideo A3 levando ao seu
acamulo em algumas regides cerebrais poderia exercer um papel
fundamental no desenvolvimento e progressao da DA™,

Como descrito acima, a DA é uma patologia complexa que
envolve tanto fatores genéticos quanto ambientais, além disso,
um grande niumero de evidéncias sugere que fatores epigenéticos
possuem um importante papel na fisiopatologia da doencga'.

Estudos recentes realizados em cérebros humanos post mortem
afetados pela DA revelaram alteracdes em marcadores epigenéti-
cos globais, incluindo metilagdo do DNA assim como modificagdes
nas caudas de histonas '>".

A influéncia da metilagdo do DNA na DA ja foi demonstrada
em alguns trabalhos, no entanto existe certa dificuldade na realiza-
¢ao desses estudos devido a natureza multifatorial e heterogénea
da fisiopatologia da doenga. Ainda, a metilagao do DNA parece
aumentar durante o envelhecimento, complicando os estudos de
padrdes epigenéticos durante a idade avancada assim como nos
estagios precoces da DA.

A metilacdo do DNA esta associada ao ciclo metionina-ho-
mocisteina, o qual é dependente de folato, e alguns estudos tém
demonstrado que o metabolismo do folato estd comprometido
durante a DA. Portanto, niveis diminuidos de folato poderiam
estar relacionados as alteragdes na metilagdo do DNA observadas
em pacientes com DA

Um trabalho realizado em tecidos cerebrais de pacientes com
DA post mortem observou uma diminuigao global da metilagao do
DNA™. Além disso, alguns autores demonstraram uma hipometi-
lagao do promotor do gene da APP em pacientes com DA levando




ao aumento da expressao dessa proteina . Um padrao anormal
de metilacao também foi observado por Iwata e colegas (2014)"
em células corticais cerebrais de pacientes com DA, associado a
um aumento na expressao de APP e do microttibulo associado
a proteina tau (MAPT). Corroborando esses resultados, Tohgi e
colegas (1999)' demonstraram uma diminuicao da metilagao na
regido promotora do gene da APP em cortex cerebral humano
envelhecido, resultados que podem estar associados com a maior
suscetibilidade a DA em individuos com idade avancada.

Por outro lado, Barrachina e colegas (2009)'” nao observaram
nenhuma alteragao significativa na metilagao da regiao promotora
de genes associados a DA, como a APP e a PSEN1, em diferentes
estagios da doenca. Embora os dados sejam controversos, a
expressdao do gene da APP parece ser regulada pela metilagao,
sugerindo um desequilibrio nesse mecanismo epigenético relacio-
nado a DA. Em relacao as enzimas associadas ao desenvolvimento
da DA, uma hipometilagao do PSEN1, a qual codifica a presenilina
1, proteina que faz parte do complexo y-secretase, pode levar ao
aumento da expressao da enzima e o consequente aumento da
formagao do AR™.

Ainda, evidéncias demonstram que o peptideo A3 pode indu-
zir uma hipometilacao global do DNA, enquanto que seus efeitos
em genes especificos sao mais complexos. Neste contexto, o gene
da NEP, responsavel por codificar a enzima neprilisina que esta
relacionada a remogao do peptideo A, parece estar hipermetilado
sob a influéncia do Af reprimindo sua transcri¢ao; portanto, essa
interacao entre A e NEP pode representar um fator crucial para
a patologia da DA'. Além disso, o depdsito do peptideo Af3 esta
associado aos processos inflamatérios e ao estresse oxidativo®.
Cabe descrever que o estado oxidativo e a inflamacao ja foram
relacionados a alteragdes epigenéticas. Em cortex pré-frontal de
pacientes com DA, foi demonstrada uma hipometilagdo da regiao
promotora do fator nuclear kappa B (NF-kB) induzindo uma maior
expressao deste fator pro-inflamatério*. Ainda, Gu e colegas
(2013)* demonstraram que o estresse oxidativo causado por ex-
posicdo de células ao perdxido de hidrogénio pode ocasionar um
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desequilibrio no balango entre metilacao e desmetilacdo do DNA
em favor do estado de hipometilagao causando um aumento da
transcricao de genes da APP e BACE]L e o consequente aumento
da produgao de A.

Desta forma, podemos sugerir que existe um importante
ciclo vicioso entre modificagdes epigenéticas como a metilagao
anormal do DNA e suas consequentes alteracdes em diferentes
mecanismos celulares levando tanto ao desenvolvimento quanto
a progressao da DA.

Trabalhos investigando o papel da acetilagao e metilacao de
histonas associado a DA foram realizados nos ultimos anos. Neste
contexto, Zhang e colegas (2012)*° demonstraram que a acetilagao
de histonas ¢ significativamente menor no lobo temporal de pa-
cientes com DA comparados a controles envelhecidos. Além disso,
Gu e colegas (2013)* demonstraram que um desequilibrio entre a
acetilacao e a desacetilagao de histonas esta associado a ativagao
de fatores de transcri¢ao levando ao aumento na transcri¢do de
genes relacionados a producao o peptideo AB. Além disso, em
outro estudo, niveis elevados de acetilagao da H3 foram relaciona-
dos a uma maior expressao da BACE1 em células mononucleares
de sangue periférico de pacientes com DA. Adicionalmente, neste
mesmo estudo, a hiperacetilagao da H3 foi relacionada a uma
maior expressao de BACE1 em estdgios avancados da patologia
em camundongos transgénicos 3xTg-AD>. Outro estudo demons-
trou que o estresse oxidativo é capaz de diminuir a expressao do
gene da neprilisina, enzima associada a remogao do Ap, em cul-
tura de células neuronais via aumento da metilagao da H3 lisina
9 e reducao da acetilagao da H3*.

Outros mecanismos epigenéticos como a atividade das en-
zimas acetiladoras (HATs) e desacetiladoras (HDACs) também
foram analisados. Trabalhos recentes sugerem um envolvimento
da HDAC nos prejuizos de memoria associados a doenga, uma
vez que o bloqueio desse grupo de enzimas resulta em melhora
cognitiva. Em relagao ao papel das HDACs, um importante tra-
balho conduzido por Gréff e colaboradores (2012)* investigou
o envolvimento da HDAC2 em um modelo animal de DA, os




camundongos CK-p25. Neste estudo, os autores encontraram um
aumento significativo de HDAC2 em hipocampo e cértex pré-
frontal enquanto que na amigdala, estrutura nao afetada pela
neurodegeneragao nesse modelo animal, ndo foram observadas
alteragdes na expressao da HDAC2. Além disso, as alteragdes no
conteido de HDAC2 foram detectadas em diferentes estagios da
doenga em cérebro humano post mortem de individuos com DA
esporadico, indicando que os efeitos deletérios da atividade da
HDAC2 podem ocorrer em estdgios iniciais da doencga. Ainda,
esses autores encontraram um perfil hipoacetilado de diferentes
histonas e lisinas especificas, histona 2b lisina 5 (H2bK5), histona
3 lisina 14 (H3K14), histona 4 lisina 5 (H4K5) e histona 4 lisina 12
(H4K12). Portanto, parece existir uma correlagao entre o aumento
da HDAC2 e um estado de hipoacetilagao levando a diminuig¢do
na expressao de genes relacionados ao aprendizado, memoria e
plasticidade sindptica. Além disso, o uso de inibidores da HDAC2
¢ capaz de normalizar a memoria espacial, aumentar os marcadores
de plasticidade sinaptica restaurando os déficits comportamentais™.

A metilacao de histonas foi associada a alteragdes compor-
tamentais na DA. Foi demonstrado um aumento na expressao
do gene G9% em camundongos transgénicos 5XFAD, um modelo
de DA, que pode ser um mecanismo associado aos déficits de
memoria observados neste modelo. A proteina G9a metila a his-
tona 3 lisina 9 (H3K9) e foi demonstrado que a hipermetilacao
da H3K9 no gene do fator neurotrofico derivado do encéfalo
(BDNF) pode levar a uma diminui¢ao na expressao do BDNF.
Portanto, altera¢des como a hipermetilacao da H3K9 e a conse-
quente reducdo na expressao do BDNF podem estar relacionadas
a déficits de memoria?.

5.2 DOENCA DE PARKINSON (DP)
A doenga de Parkinson (DP) é a segunda patologia neuro-
degenerativa mais prevalente, caracterizada por suas manifesta-

¢Oes clinicas como tremores de repouso, bradicinesia, rigidez e
distairbios de marcha?®.
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A DP esporadica corresponde a grande maioria dos casos
da doenga e, provavelmente, parece resultar de uma combinagao
de herancga poligénica, exposi¢des ambientais e complexas inte-
racoes gene-ambiente. Além disso, aproximadamente 20% dos
casos correspondem a forma familiar da doenga. Apesar de varios
genes relacionados a DP ja terem sido identificados, alguns deles
tém recebido maior atencao como, por exemplo, o sinucleina alfa
(SNCA), o qual codifica a a-sinucleina e parece estar relacionado
a uma forma familiar da doencga®.

A DP é caracterizada pela degeneragao de neuronios dopa-
minérgicos na substancia nigra pars compacta atetando a sintese
de dopamina. Além da perda de neurdnios dopaminérgicos, a
presenca de corpos de Lewy no mesencéfalo e no cortex cerebral
parece estar relacionada aos danos cognitivos observados na doen-
¢a. Os corpos de Lewy sao proteinas citoplasmaticas nas quais se
encontram altos niveis de a-sinucleina, que tem sido relacionada
a fragmentacdo mitocondrial e morte neuronal®.

Diversas evidéncias suportam a hipotese de que a DP € resul-
tado de uma complexa interacao entre anormalidades genéticas,
toxinas ambientais, disfungao mitocondrial e varios outros proces-
sos celulares. Adicionalmente, nos ultimos anos, as modifica¢des
epigenéticas foram identificadas como potenciais mediadores dos
fatores ambientais relacionados a patogénese da DP.

AlteragOes epigenéticas parecem estar envolvidas na patofisio-
logia da DP. Neste contexto, modificagdes em genes relacionados
a a-sinucleina, proteina neurotdxica associada a DP, assim como
altera¢des no ciclo metionina-homocisteina receberam grande
atencao.

Diversas evidéncias sobre o papel da metilagao na DP estao
relacionadas ao desequilibrio do ciclo metionina-homocisteina.
Elevadas concentra¢des plasmaticas de homocisteina foram ob-
servadas em pacientes com DP e relacionadas a uma diminuicao
da metilacdo global nesses individuos?.

Além disso, estudos sugerem uma forte influéncia dos me-
canismos epigenéticos sobre diferentes genes relacionados a DP
como o SNCA. Uma correlacao negativa entre a metilacao do
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intron 1 do SNCA, a expressao da a-sinucleina e a metilacao
deste gene estd reduzida na substancia nigra, putamen e cortex
de pacientes com DP*. Esses resultados reforcam a hipdtese de
que um aumento na produgao de a-sinucleina pode ser resultado
de um aumento na expressdao de SNCA como consequéncia da
hipometilagao do seu gene *. Nesta conjuntura, um estudo utili-
zando acido desoxirribonucleico (DNA) de leucocitos isolado de
sangue periférico demonstrou que os niveis de metilacao nos sitios
citosina fosfato guanina (CpG) do promotor do SNCA estavam
diminuidos em pacientes com DP comparados aos controles. Estes
resultados sugerem que o nivel de metilacaio do DNA em leuco-
citos de sangue periférico poderia ser utilizado como potenciais
biomarcadores nao invasivos da DP*.

Recentemente, alguns pesquisadores observaram uma redu-
¢ado nos niveis nucleares de DNA metiltransferase 1 (DNMT1)
em cérebros de pacientes com DP post mortem e em cérebros de
camundongos modelos de DP. A DNMT1 ¢ uma enzima abun-
dantemente expressa no cérebro adulto e localizada em sua maior
parte no compartimento nuclear. Esses autores sugerem que a
a-sinucleina é responsavel pelo sequestro da DNMT1 do ntcleo
para o citoplasma, resultando em hipomtilagdao global do DNA
envolvendo ilhas CpG de SNCA e outros genes. Esses dados
indicam que a alteragdo na localizagdo da DNMT1 resultando
em modificagOes epigenéticas cerebrais seria resultado de uma
interacao entre a propria enzima e a a-sinucleina®*. Apesar de a
relagao entre alteracdes epigenéticas, como a acetilacao de histonas
e a patofisiologia da DP, ja estarem descritas utilizando métodos
in vitro ou animais de laboratdrio, ha poucos estudos avaliando
tal interacao em cérebros de pacientes com DP.

Estudos utilizando modelos animais geneticamente modifi-
cados, além de cultura de células, mostraram que a a-sinucleina
nuclear pode interagir com histonas levando a inibicao da sua
acetilacao. Neste contexto, um estudo conduzido em um modelo
de DP, em Drosophilas, demonstrou que a a-sinucleina nuclear
pode se ligar a histonas e reduzir a acetilacao da H3, efeito pos-
sivel de ser revertido apds a administragdao de um inibidor da
HDAC (iHDAC) ¥.
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Diversos trabalhos tém observado uma interagao entre a-
sinucleina e HDACsS, portanto, a utilizagao de diferentes iHDAC
tem sido amplamente utilizada em modelos experimentais de
DP demonstrando um efeito neuroprotetor aos efeitos neuroto-
xicos da a-sinucleina®’’. Em um estudo conduzido por Outeiro
e colegas (2007)%*, a inibi¢ao farmacoldgica da Sirtuina 2 (SIRT2),
um membro da familia das HDACs, foi capaz de recuperar o
dano induzido pela toxicidade da a-sinucleina em modelo ce-
lular e experimental de DP. Além disso, um trabalho utilizando
administragao didria de um iHDAC, o acido valproico (VPA), em
um modelo animal de DP demonstrou significativa inibi¢ao da
atividade da HDAC e aumento da acetilacao da H3 em tecidos
cerebrais resultando na prevengao da diminui¢ao do marcador
dopaminérgico tirosina hidroxilase e na redugao dos niveis de
a-sinucleina na substancia nigra e estriado™®.

5.3 CONSIDERACOES FINAIS

Como demonstrado ao longo deste capitulo, diversos traba-
lhos conduzidos tanto em modelos experimentais e em cultura
de células quanto em tecidos cerebrais humanos foram capazes
de demonstrar uma forte associagao entre os mecanismos epige-
néticos e as doengas neurodegenerativas.
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6. MODULAGAO EPIGENETICA
NO AUTISMO

Ionara Rodrigues Siqueira
Alysson Muotri

6.1 INTRODUCAO

Os Transtornos do Espectro do Autismo (TEA) constituem um
grupo de condigOes relacionadas ao neurodesenvolvimento e sao
caracterizados especialmente por dificuldades de estabelecer comu-
nicacao e interagoes sociais, interesses restritos e comportamentos
estereotipados e repetitivos. Esses transtornos sao altamente hetero-
géneos tanto em relagao as manifestagdes clinicas quanto a etiologia.
A grande variabilidade em grau de severidade dos sintomas, em
individuos altamente funcionais com sintomas leves até casos de
alta severidade, justifica a escolha do termo “espectro”. Contudo,
a classificagao dos TEA tem sido alvo de discussao.

Os TEA, que englobam o autismo “classico”, a sindrome de
Asperger e o transtorno global do desenvolvimento sem outra
especificacdo, compartilham caracteristicas fenotipicas de tragos
do autismo com outros transtornos, como a Sindrome de Rett e o
Transtorno Desintegrativo da Infancia. Sao diagnosticados frequen-
temente até os trés anos de idade, persistindo até a vida adulta’.

O encéfalo é altamente suscetivel ao dano causado por fato-
res ambientais, como estresse, xenobidticos, farmacos e drogas
de abuso, em periodos iniciais do desenvolvimento (pré-natal e
lactacional). Essas fases sao caracterizadas por amplas e rdpidas
alteragOes na organizacao sindptica®>. Os mecanismos bioquimicos
responsaveis pelo comportamento autista nao foram totalmente
esclarecidos, contudo é amplamente reconhecido que fatores ge-
néticos e ambientais sdo centrais na etiologia do autismo’.

8
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6.2 MODULAGAO EPIGENETICA E TEA

Ha evidéncias de que o autismo e sindromes, como do X
Fragil, Angelman, Prader Willi, Rett e Beckwith-Wiedeman, que
se manifestam durante fases iniciais do desenvolvimento, podem
ocorrer devido a anormalidades de genes que sofrem o fenome-
no de imprinting gendémico (também conhecido como imprinting
parental) ou outros mecanismos epigenéticos. Recentemente,
Varadinova e Boyadjieva (2015)*sugeriram que as modificagdes
epigenéticas induzidas pela exposi¢cao ambiental em genes relacio-
nados ao desenvolvimento cerebral alteram o estado transcricional
desses genes. Dentre os conhecidos mecanismos epigenéticos, a
metilacdo do DNA parece ter um papel central no TEA*.

E interessante descrever que a regulagio epigenética do gene
da ocitocina (oxytocin receptor gene, OXTR) foi relacionada aos
TEA®. Gregory et al. (2009)° sugeriram que o silenciamento do
gene OXTR pode contribuir para o desenvolvimento do autis-
mo. Esse instigante trabalho mostrou um aumento na metilacao
de diferentes l6cus do gene OXTR e sua reduzida expressdao em
sangue periférico e cortex cerebral. Um recente trabalho relacio-
nou a hipermetilagao do gene OXTR com nascimento precoce, o
que abre novas dire¢des para investigacao levando-se em conta
que o nascimento precoce estd associado a maior risco de ASD*
7. Ainda, um componente genético foi descrito uma vez que
polimorfismos do gene OXTR foram significativamente correla-
cionados ao autismo®®, bem como niveis reduzidos da propria
ocitocina foram apontados em individuos com ASD'". Conside-
rando que a ocitocina e a ativagdo dos seus receptores (OXTR)
sao tidas como essenciais para o comportamento social, pode-se
considerar que esse sistema esteja envolvido com a deficiéncia de
interagOes sociais no TEA®. Altera¢des na expressao de diferentes
microRNA (miRNA) tém sido descritas. Mor e colegas (2015)"
demonstraram que ha maiores niveis de miR-142-5p, miR-142-3p,
miR-451a, miR-144-3p e miR-21-5p em cérebros ASD. Além disso,
os referidos autores encontraram uma hipometilagao na regiao
promotora do gene miR-142 nessas amostras. Ha evidéncias de
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que os miRNAs possam estar relacionados com as alteragdes no
conteudo de OXTR. A expressao do miR-21-5p esta negativamente
correlacionada com a taxa de OXTR proteina/ RNA mensageiro
(RNAm) sugerindo que o miR-21-5p pode inibir a translacao da
OXTR. Assim, a expressao dos miRNAs pode ser fator limitante
nos niveis de OXTR no cérebro autista humano''.

Outro gene candidato é o da relina (RELN). A RELN tem
papel central na plasticidade sindptica pds-natal e parece estar
relacionada com a fisiopatologia do autismo e de outras doengas,
como a esquizofrenia e a desordem bipolar'?. Estudos post-mortem
mostraram redugdes na expressao do gene RELN em cortices cere-
belares e cerebrais de individuos ASD comparado a controles®, as-
sim como seus niveis plasméticos'* °. E interessante descrever que
a metilacdo da regiao promotora do gene RELN aumenta, em altos
niveis, na puberdade e que a hipermetilacao desse gene foi des-
crita primeiramente em pacientes esquizofrénicos e bipolares'¢s.
Lintas e colegas (2016)" descreveram diferencas na distribui¢ao
das ilhotas citosina fosfato guanina (CpGs) metiladas e redugdes
nos niveis de RNAm RELN em cdrtex temporal de individuos
TEA pos-puberes comparados aos controles. Algumas regioes
apresentaram sobreposi¢ao de metilacao, entretanto somente in-
dividuos ASD apresentaram metilagao na regiao —458- a —364-bp,
enquanto a regiao —131- a —43-bp foi exclusivamente metilada em
cérebros de controles. Essa diferenga no padrao de metilagdao do
promotor RELN pode modificar a viabilidade de acoplamento
da maquinaria transcricional e, assim, induzir as consequencias
funcionais relacionadas a expressao do gene relina®.

Além desses genes, modificacdes epigenéticas foram
encontradas em outros genes importantes relacionados ao neu-
rodesenvolvimento, como o E3A ligase de ubiquitina-proteina
(UBE3A), genes de receptores acido gama-aminobutirico (GABA)
e o regulador Proteina 2 de ligagdo a metil-CpG (MeCP2) em
cérebros TEA post-mortem®. O gene UBE3A codifica a ubiquitina
proteina ligase E3, responsavel pela ubiquitinacao de proteinas,
e estd ligado tanto a TEA quanto a Sindrome de Angelman. Essa
sindrome compartilha caracteristicas fenotipicas com o autismo®"




2. A delecao desse gene induz a Sindrome de Angelman, enquanto
que uma mutagao especifica, a duplicagao da regido que o contém,
esta relacionada ao TEA®.

O gene MECP2 codifica uma proteina (também chamada
MeCP2) que se liga ao acido desoxirribonucleico (DNA) meti-
lado, como descrito no primeiro capitulo, e mutac¢des no gene
MECP2 produzem perda de funcao dessa proteina e induzem a
alteragdes de expressao dos diferentes genes por ela regulados. De
forma semelhante, duplica¢des do gene MECP2 também alteram
a expressao de genes-alvo, resultado em problemas neurolégicos.
A sindrome de Rett, relacionada a mutag¢des no MECP2, é um
distarbio neuroldgico progressivo em que os individuos exibem,
inicialmente, caracteristicas muito semelhantes a do autismo,
tanto que frequentemente muitos pacientes com essa sindrome
sao erroneamente diagnosticados com TEA antes da andlise gené-
tica®®. Os sintomas sdo tonus muscular reduzido, comportamento
semelhante ao de um paciente autista, microcefalia, movimentos
de torcedura ou golpear com as maos, perda de uso propositado
das maos, capacidade diminuida de expressar sentimentos, ten-
déncia a evitar o contato com os olhos, um atraso no crescimento
do cérebro e da cabeca e anormalidades na marcha e convulsoes.
Niveis de metilacdao alterados do proprio gene MeCP2 foram
descritos em TEA?%,

Considerando que diferentes genes tém o padrao de meti-
lagdo alterado em ASD, Grayson e Guidotti (2016)* investigaram
varias enzimas relacionadas com as vias de metilagao e hidroxime-
tilacdo do DNA. Esses autores mostraram que os niveis de RNAm
de DNA metiltransferase 1 (DNMT1) nao foram alterados, contudo
RNAm de metilcitosina desoxigenase 1 (TET1) estava aumentado
em cerebelo de pacientes TEA. O aumento em TET1 foi acompa-
nhado por um aumento nos niveis de 5hmC nos promotores de
glutamato descarboxilase 1 (GAD1), envolvida na produgao do
neurotransmissor inibitério GABA e de RELN. Ainda, uma maior
afinidade da MeCP2 nas regides promotoras desses genes foi
encontrada®”. Os niveis de 5hmC correlacionaram negativamente
com a expressiao de GAD1 e RELN nos cerebelos de individuos. E




interessante que camundongos deficientes de MeCP2 em neur6nios
GABAérgicos desenvolvem caracteristicas semelhantes ao TEA,
como comportamentos estereotipados, déficits em comportamento
social, cognigao, fungdes motoras e sensorio-motoras®.

Diferentes fatores ambientais podem contribuir para a pa-
tofisiologia da TEA®?. E importante comentar que o estresse
pré-natal altera marcas epigenéticas em interneurénios GABA-
érgicos, modificando os niveis das enzimas DNMT1 e TET1 e,
consequentemente, impacta na expressao de diferentes genes®*>'.
Ainda, o padrao nutricional da mae durante a gestacao altera
diretamente o neurodesenvolvimento fetal, inclusive alteran-
do mecanismos epigenéticos®**. Uma Obvia associa¢do entre
nutricao e epigenética pode ser observada nas vias das metil-
transferases, DNA e histonas metiltransferases, que utilizam a
Sadenosilmetionina (SAM) como principal doadora do grupo
metil. Os niveis de SAM sao afetados pelos grupos derivados
da dieta colina, metionina e metil-tetrahidrofolato. O folato é a
maior fonte de grupos metil para a SAM. Varios estudos epide-
mioldgicos mostraram que maes de criangas TEA consumiram
menos acido folico no periodo periconcepcional do que as dos
casos-controles®?. Por outro lado, a suplementagdao com altos
niveis de 4cido folico pode alterar a expressao de genes que
sofrem imprinting genOmico e que passam a ser candidatos a
genes relacionados ao autismo de maneira sexo-dependente em
camundongos mostrando a necessidade de determinar a dose
ideal de suplementagdao com 4cido folico em gestantes®.

Ainda, a exposigao a toxinas ambientais pode alterar os niveis
de metilacdo do DNA®*. Assim, deve-se inferir que a hipometilagao
pode ter um papel fisiopatologico importante na TEA.

6.3 CONSIDERACOES FINAIS
O aumento na prevaléncia de casos de autismo, a necessidade

de tratamento precoce e os altos custos das intervengoes justificam
a atencado de equipes multidisciplinares para os TEA* 3
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