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Resumo

AMARAL, C. L. Avaliacido da metilagdo do gene TP53 e instabilidade genémica em ratos
expostos metionina e doxorrubicina. 2009. 78f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo - Ribeirdo Preto - SP, 20009.

O estado de metilacdo € suscetivel a mudancas quando 0s organismos sdo expostos a agentes
ambientais tais como componentes dos alimentos e medicamentos. Uma dieta rica em
metionina (Met) poderia modular a concentragdo de S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosilnomocisteina (SAH) e alterar o estado de metilacdo da regido promotora de genes
supressores de tumores. Tanto a hipometilagdo global quanto a hipermetilacdo de genes
especificos estdo envolvidas na instabilidade genémica e poderiam resultar em dano ao DNA.
Este estudo avalia se a dieta suplementada com Met associada a doxorrubicina (DXR), um
farmaco antitumoral que induz espécies reativas, resulta em alteracGes no estado de metilacdo
da regido promotora do gene TP53, na razdo SAM/SAH, na concentracdo de glutationa (GSH)
e em dano ao DNA. Quarenta ratos machos Wistar foram separados em dois grupos: dieta
suplementada com Met (racdo comercial acrescida de 2% Met) e dieta controle (racéo
comercial) por seis semanas. Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos que receberam
DXR (1mg/Kg) ou solucéo salina intraperitoneal na terceira e sexta semanas de tratamento.
Os rins e figado foram utilizados para isolamento do DNA, determinac¢do da concentracdo de
SAM, SAH e GSH, e analise da instabilidade gendmica. Todos os grupos apresentaram o
mesmo estado de metilacdo da regido promotora do gene TP53, determinado pelo método de
andalise de restricdo combinada com bissulfito (COBRA). Este fato poderia ser explicado pelo
indice de metilacdo (razdo SAM/SAH) que permaneceu inalterado, possivelmente devido a
uma adaptacéo do ciclo da Met que manteve a concentragdo de SAM. A deplecdo de GSH néo
ocorreu quando DXR foi associada a dieta suplementada com Met. Portanto, a suplementacéo
com Met manteve a concentragdo de GSH em ratos tratados com DXR. A dieta suplementada
com Met ndo induziu instabilidade gendmica e ndo alterou o dano ao DNA induzido pela
DXR. Em conclusdo, DXR induz deplecdo de GSH que é inibida pela suplementacdo com
Met. Entretanto, a mesma suplementacédo ndo previne a instabilidade genémica induzida pela
DXR. A dieta suplementada com Met aumenta a concentracdo de SAH renal sem alterar a
concentracdo de SAM e GSH. Tanto a dieta suplementada quanto a DXR ndo induzem
hipermetilacdo na regido promotora do gene TP53.

Palavras-chave: Metilacdo do DNA. Metionina. Doxorrubicina. TP53. S-adenosilmetionina.
S-adenosilhomocisteina. Glutationa. Ensaio do cometa.
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Abstract

AMARAL, C. L. TP53 gene methylation and genomic instability in methionine and
doxorubicin exposed rats. 2009. 78f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo - Ribeirdo Preto - SP, 20009.

The DNA methylation status is susceptible to changes when organisms are exposed to
environmental agents such as food components and drugs. A methionine-rich (Met) diet may
modulate S-adenosylmethionine (SAM) and S-adenosylhomocysteine (SAH) concentrations,
which could change the DNA methylation status in the promoter region of tumor suppressor
genes. Global hipomethylation and gene-specific hipermethylation are involved in genomic
instability and it could result in DNA damage. This study intends to evaluate if a Met-rich diet
associated with doxorubicin (DXR), an antitumoral drug that induces reactive species, result
in changes in the methylation status of the TP53 gene promoter, in the SAM/SAH ratio, in
glutathione levels (GSH) and in DNA damage. Forty male Wistar rats were separated into two
groups: Met-rich diet (standard chow plus 2% Met), and control diet (standard chow) for six
weeks. Each group was subdivided into another two groups that received DXR (1mg/kg) or
saline intraperitoneally in the third and sixth weeks of the experiment. The kidneys and the
liver were removed for DNA isolation, SAM, SAH and GSH determination, and genomic
instability assay. All groups showed the same unmethylated status in the TP53 promoter
according to the Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA). This could be explained
by the fact that the methylation index (SAM/SAH ratio) remained unchanged, possibly
because of an adaptive Met pathway that maintains SAM levels. GSH depletion did not occur
when DXR was associated with the Met-rich diet. As a matter of fact, the Met-rich diet
improved GSH concentration in DXR-treated rats. Met-rich diet did not induce genomic
instability, and it did not alter DNA damage induced by DXR. In conclusion, DXR induces
GSH depletion which is inhibited by Met supplementation. However, Met-rich diet may not
prevent genomic instability induced by DXR. A Met-rich diet increases SAH levels; however,
it does not change GSH and SAM levels. Neither Met supplementation nor DXR induced
DNA hypermethylation in the TP53 gene promoter.

Keywords: DNA methylation. Methionine. Doxorubicin. TP53. S-adenosylmethionine. S-
adenosylhomocysteine. Glutathione. Comet assay.
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Introdug¢do 1

1. INTRODUCAO

Apobs o0 sequenciamento do genoma, descobriu-se que os humanos sdo idénticos em
99,9% da sequéncia dos genes. Entretanto, a variagdo de 0,1% € responsavel ndo so pelas
diferencas nos fenotipos, tais como cor do cabelo, cor da pele, altura, peso entre outros, como
também pela suscetibilidade individual a doengas e saude (KAPUT, RODRIGUEZ, 2004).
Portanto, uma nova area de estudo surgiu para investigar a interacao entre genes e nutrientes.
A nutrigendmica estuda como os fatores da dieta contribuem para estabelecer um fendtipo por
meio da genética nutricional, epigenética nutricional, transcriptoma, proteoma e metaboloma
(TRUJILLO; DAVIS; MILNER, 2006).

A gendmica nutricional nos desafia a entender as interagcdes reciprocas e complexas
entre 0 genoma humano e os componentes da dieta na fisiologia normal e patofisioldgica
(STOVER, 2004). A gendmica nutricional € composta tanto pela nutrigenética, que avalia a
influencia da variagcdo genética na utilizagdo e metabolismo dos nutrientes, tolerancia a
alimentos e requerimentos nutricionais, como pela nutrigendmica, que avalia o efeito
modulador dos nutrientes na evolugdo do genoma, taxa de mutacdo, viabilidade in-utero,
programacéo gendmica e expressao de genes (STOVER; CAUDILL, 2008).

A nutrigendmica € responsavel por identificar alvos moleculares essenciais e
desenvolver métodos para distinguir entre os individuos que respondem e 0S que ndo
respondem a determinados componentes da dieta (TRUJILLO; DAVIS; MILNER, 2006).
Portanto, o principal objetivo da nutrigenémica é o uso da dieta personalizada para inibir o
risco de doenca e otimizar a manutencédo da saude humana (KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). A
maioria dos casos de obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e outras doencas
crénicas sdo devido a interacBes complexas entre varios genes e os fatores ambientais
(KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). Embora os polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs)
sejam relacionados com algumas doencas, o fendtipo predominante depende da combinacgéo
dos genes, de fatores ambientais e comportamentais (TRUJILLO; DAVIS; MILNER, 2006).

As variacdes genéticas individuais, entre elas os SNPs, afetam a eficiéncia de acdo da
proteina assim como sua interacdo com outras proteinas e substratos (TRUJILLO; DAVIS;
MILNER, 2006), podendo influenciar na absorcéo, metabolizacdo, armazenamento e excre¢ao
dos nutrientes (KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). Entretanto, nem todos os SNPs interferem na

qualidade ou guantidade do produto do gene. Quanto maior a informacéo sobre a interligacdo
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Introdug¢do 2

entre SNPs, componentes da dieta e fendtipo, mais facil sera predizer os beneficios de uma
intervengdo na dieta (TRUJILLO; DAVIS; MILNER, 2006).

Estudos epiedemiolégicos mostram a associacdo entre dieta e doencas poligénicas
crénicas como, por exemplo, a quantidade de calorias na dieta e o desenvolvimento de
arteriosclerose, diabetes, obesidade, cancer e outras doengas. Entretanto, raramente se analisa
0 genodtipo individual nestes estudos (KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). J& para doencas
monogénicas, como a galactosemia ou a fenilcetondria é mais facil identificar a dieta como
fator de risco. Estas doencas podem ser manipuladas pela dieta e impedir que o fenétipo
indesejado seja manifestado (KAPUT; RODRIGUEZ, 2004).

Os compostos bioativos dos alimentos modificam simultaneamente varios processos e
o0 desafio é identificar quais dos processos isolados ou em combinacdo sdo mais importantes
para a mudanca fenotipica na resposta inflamatoria, metabolismo de carcindgenos, regulacéo
hormonal, crescimento e diferenciacdo celular, reparo de DNA e apoptose (TRUJILLO;
DAVIS; MILNER, 2006). Componentes dietéeticos individuais afetam as taxas de mutagéo e
0S nutrientes estdo entre os varios fatores que afetam a viabilidade fetal e modificam a
penetrancia de lesdes genéticas deletérias. Sugere-se que o efeito de minerais e vitaminas na
taxa de mutacdo deve ser considerado ao estabelecer recomendacfes dietéticas permitidas,
visto que a mutacdo antecede o desenvolvimento de certas anomalias, doencas degenerativas e
cancer (STOVER, 2004).

Dietas desbalanceadas, desde deficiéncias de micronutrientes ao excesso de consumo
de macronutrientes ou suplementos dietéticos, sdo modificadores do metabolismo e
potencializam o desenvolvimento de doencas cronicas (KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). Ao
observar a curva de dose resposta de nutrientes essenciais, € possivel identificar duas regides
importantes: a regido de deficiéncia e a regido de toxicidade. A curva apresenta um formato
de “U”. Em doses muito baixas, existe maior probabilidade de resposta adversa, que é
reduzida com o aumento da dose. Esta regido é reconhecida como deficiéncia. Conforme a
dose aumenta, a ponto de ndo ter mais deficiéncia, o organismo permanece no estado de
homeostase onde ndo se observa resposta adversa. Entretanto, 0 aumento da dose resulta em
resposta adversa que cresce em magnitude de maneira semelhante a outras substancias
toxicas. Assim, sabe-se que doses altas de vitamina A podem causar toxicidade hepética e
defeitos no nascimento, doses altas de selénio podem afetar o cérebro, doses altas de
estrébgeno podem aumentar o risco de cancer de mama, apesar de doses baixas destes
micronutrientes serem essenciais para a vida (EATON; GILBERT, 2008). Recomendagdes

que encorajam elevar a ingestdo de nutrientes individuais a concentragdes ndo alcancadas

Catia Lira do Amaral



Introdug¢do 3

normalmente na dieta com alimentos saudaveis, como a ingestdo de suplementos dietéticos e
nutracéuticos, podem ser justificadas, porém requerem validagdo rigorosa para que a
seguranca seja estabelecida (STOVER, 2004).

A nutricdo é a exposicdo ambiental mais persistente e variavel que provavelmente
contribuiu para a variagdo do genoma humano (STOVER, 2004). Assim a dieta é uma
variavel importante na expressdo da informacdo genética que colabora para o0
desenvolvimento das doengas (KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). Vérios componentes da dieta
podem influenciar na expressao de genes devido a variacbes no padrdo de metilacdo e de
outros eventos epigenéticos (MILNER, 2004). Devido ao fato dos eventos epigenéticos
poderem ser reversiveis, eles oferecem outra explicacdo de como fatores ambientais, tais
como a dieta, podem influenciar nos processos bioldgicos e no fenétipo (TRUJILLO; DAVIS;
MILNER, 2006).

1.1. Epigenética

O termo epigenética refere-se a mudancas na expressdo génica herdadas, mitotica ou
meioticamente, que ndo envolvem mudancas na sequéncia de DNA (JIRTLE; SKINNER,
2007). Na década de 90 poucos sabiam o significado da palavra epigenética e a maioria dos
cientistas acreditava que a esséncia de todas as doencas humanas estava relacionada a
variacdo da sequéncia de DNA. Entretanto, esta variacdo é apenas parte da histéria. Doencas
complexas como a esclerose multipla sdo melhor explicadas nos termos de mudancas
epigenéticas do que por meio da genética classica (DENNIS, 2003). Os mecanismos
epigenéticos regulam muitos processos celulares direta ou indiretamente e sd0 um processo
critico na resposta celular ao ambiente e estimulos enddgenos (SAWAN et al., 2008).
Dependendo da area que o estudo é realizado, o fator ambiental pode ter diferentes
significados. Para psicologos e socidlogos, € a conjuncdo da interacdo entre grupos sociais,
dinamica familiar e cuidados maternos. Nutricionistas tém em mente a piramide alimentar e
suplementos dietéticos, enquanto que toxicologistas poderiam pensar nos poluentes do ar,
solo e &gua. Assim, o ambiente como um todo € capaz de alterar a expressdo de genes e
mudar o fendtipo, em parte por mudancas no epigenoma, que € composto pelos padrbes
globais epigenéticos, tais como metilagdo do DNA, modificacBes em histonas e cromatinas,
aléem de RNAs ndo codificantes (JIRTLE; SKINNER, 2007).
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Existe uma interacdo entre os diferentes tipos de informagdo epigenética. Este
processo é proposto como o “cddigo epigenético” que modula o “codigo genético” em
resposta a estimulos enddgenos e ambientais. O codigo epigenético é importante para manter
o perfil da expresséo génica durante muitas geracdes e pode ordenar resultados celulares por
meio de regulacdo de processos celulares como transcricdo génica, proliferacédo e reparo do
DNA. O desequilibrio dos mecanismos epigenéticos promove o desenvolvimento de fenétipo
anormal e o aparecimento de eventos genéticos tais como quebras do DNA, mutacdo e
instabilidade do cromossomo que contribuem para o desenvolvimento de doengas como o
cancer (SAWAN et al., 2008).

Em mamiferos, a inativacdo do cromossomo X e o imprinting gendmico sdo 0s
principais processos conhecidos regulados pela epigenética. Esta regulacdo também ocorre na
expressdo de genes tecido especifico, ao silenciar elementos repetitivos, inibindo sua
replicacdo e transposicdo e, portanto prevenindo a mutagénese por insercdo (JIRTLE;
SKINNER, 2007). A heranca epigenética é essencial para o desenvolvimento e para processos
celulares como transcricdo génica, diferenciacdo e protecdo contra genoma viral. Os
mecanismos epigenéticos atuam durante o desenvolvimento e na manutencdo de funcGes
celulares especificas durante a vida (SAWAN et al.,, 2008). Entre 0s mecanismos
epigenéticos, destacam-se as modificacdes de cromatina, 0s micro RNAs e a metilacdo do
DNA (TOST, 2009).

As modificacdes de cromatina sdo alteracdes covalentes que ocorrem apés a traducao
das proteinas histonas. A unidade fundamental da cromatina € o nucleossomo, que consiste de
146 pares de bases (pb) do DNA gendmico enrolado num octamero de quatro core de histonas
(H3, H4, H2A e H2B). As caudas N-terminais do nucleossomo de histonas estdo sujeitas a
diferentes modificacbes incluindo acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinilacdo
(SAWAN et al., 2008). Em uma célula normal, um balanco preciso mantém o DNA
nucleossomal na forma ativa (acetilada) ou na forma inativa (deacetilada). Este balanco
adequado é controlado por enzimas que promovem a acetilacdo (histonas acetiltransferases)
ou a deacetilacdo (histonas deacetilases). Outras modificacdes incluem a metilacdo de
residuos de arginina e lisina das histonas. Esta metilacdo € catalisada por histonas
metiltransferases e o processo esta envolvido na regulacdo da atividade de varios genes e na
estrutura da cromatina. Em geral a metilacdo da lisina H3K9, H3K27 e H4K20 é responsavel
por silenciar genes, ao passo que a metilacdo da H3K4, H3K36 e H3K79 é associada com a
ativacdo de genes (MULERO-NAVARRO; ESTELLER, 2008). As modificacGes de histonas
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podem ser mantidas por meio da divisdo celular e, portanto elas sdo consideradas como
verdadeiros mecanismos epigenéticos herdaveis (SAWAN et al., 2008).

Outro mecanismo epigenético de controle da expressdo de genes envolve RNAs nédo
codificantes, que sdo pequenos RNAs ou microRNAs (JIRTLE; SKINNER, 2007). Eles
regulam a expressdo de RNA mensageiro (RNAm) complementar. Sdo0 moléculas diversas
com funcdo estrutural, enzimatica e regulatéria sendo compostas por aproximadamente 22
nucleotideos no comprimento. Os microRNAs inibem a sintese de proteina por meio de
mecanismos desconhecidos que preservam a estabilidade do RNAm alvo (AMBROS, 2004).

A metilagdo do DNA refere-se a modificacdo covalente da base citosina que esta
localizada a 5° de uma base guanina no dinucleotideo CpG por meio de transferéncia
enzimatica pelas DNA metiltransferases (Dnmt) que utilizam como substrato o S-
adenosilmetionina (SAM) (SAWAN et al, 2008) (Figura 1). A metilagdo ocorre
predominantemente em regides repetitivas do genoma que contém residuos CpG (JIRTLE;
SKINNER, 2007) apesar da metilagdo em sitios ndo CpG ocorrer em células tronco
embrionarias (LISTER et al., 2009).

H\N/H H\N/H
%) D =z C
Jogl=
o N~ C6 o N
o b

Figura 1. Modificacdo do nucleotideo citosina pelo mecanismo de metilacdo do DNA.
(Fonte: Cheng; Blumenthal (2008). Dnmt = DNA metiltransferase; C = citosina; 5mC = 5-metilcitosina).

1.2. Metilacdo do DNA

Os dinucleotideos CpG séo relativamente raros no genoma dos mamiferos, porém eles
ocorrem em regides densas chamadas ilhas CpG, que variam entre 0,5 kb e 4 kb em
comprimento e sdo encontradas principalmente em regibes promotoras de genes funcionais
(JOHNSON; BELSHAW, 2008). Dependendo do pardmetro empregado, uma ilha CpG é
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definida como tendo um contetdo de citosina + guanina (C+G) maior que 50% (55%), uma
razdo de frequéncia esperada versus observada para a ocorréncia de CpG maior que 0,6 (0,65)
e um tamanho minimo de 200 (500) pares de base (TOST, 2009; LAIRD, 2003).
Aproximadamente 88% das regifes promotoras ativas estdo associadas com sequéncias ricas
em CpG e podem ser reguladas por metilagdo do DNA (TOST, 2009). Sabe-se que ilhas CpG,
associadas tanto com genes de manutencdo (housekeeping) ou genes tecido especifico, ndo
estdo metiladas em qualquer estagio de desenvolvimento, exceto quando associadas a genes
sujeitos a inativagdo do cromossomo X e certos genes de imprinting (SHEN et al., 2007). Por
exemplo, em camundongos, o gene do fator de crescimento 1gf2 (insulin-like growth factor 2),
0 alelo paterno é expresso, enquanto o inibidor de crescimento Igf2r (insulin-like growth
factor 2 receptor) o alelo materno é expresso (JIRTLE; SKINNER, 2007). Existem
sequéncias gendmicas repetitivas em células normais que sdo densamente metiladas para
proteger a integridade do cromossomo, evitando a reativacdo de elementos transponiveis
também chamados de transposons (MULERO-NAVARRO; ESTELLER, 2008). A maioria
das citosinas das ilhas CpG ndo estdo metiladas em tecidos normais (JOHNSON;
BELSHAW, 2008).

A metilagdo do DNA € estabelecida por meio da Dnmt de novo e este padrdo é
mantido apds a replicacdo pela Dnmt de manutencdo (GEHRING; REIK; HENIKOFF, 2009).
As Dnmt3a e Dnmt3b séo essenciais para a metilacdo de novo durante o desenvolvimento e a
inativacdo destas enzimas causa parada no desenvolvimento embrionario (JOHNSON;
BELSHAW, 2008). A Dnmt3L parece ser necessaria para a metilacdo de genes de imprinting
em células germinativas e interage com a Dnmt3a e 3b na atividade de metiltransferase de
novo (MULERO-NAVARRO; ESTELLER, 2008). Por outro lado, a Dnmtl & conhecida
como uma enzima de manutencao que metila citosinas no dinucleotideo CpG durante a sintese
do DNA (JOHNSON; BELSHAW, 2008) e ¢ a principal enzima que mantém a metilacdo do
DNA, porque apresenta preferéncia pelo substrato de DNA hemi-metilado (MULERO-
NAVARRO; ESTELLER, 2008). A metilacdo pode ser perdida tanto passivamente, quando a
manutencdo da metilacdo que usualmente segue a replicacdo do DNA ¢ inibida, ou por
processo ativo quando a 5-metilcitosina é removida por reacdo enzimatica, cujo mecanismo
ainda ndo esta totalmente elucidado (GEHRING; REIK; HENIKOFF, 2009).

As mudancas especificas na metilacdo do DNA sdo sempre relativas a uma amostra de
DNA referéncia, frequentemente derivada de um tecido normal. Assim, a hipermetilacdo do

DNA é o aumento da metilacdo tanto de um CpG individual ou de um grupo de CpG. O
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inverso ocorre na hipometilagdo do DNA, ou seja, um decréscimo de metilacdo de um CpG
individual, de um grupo de CpG ou até mesmo do genoma como um todo (LAIRD, 2003).

Muitos métodos de anélise de metilacdo sdo utilizados, porém nenhum € superior e
apresentam varia¢des tanto na acuracia quanto na sensibilidade (LAIRD, 2003). Em geral, 0s
métodos empregados sdo baseados em duas técnicas: a conversdo pelo bissulfito, ou a
digestdo com enzimas de restri¢do sensiveis a metilacdo (ZILBERMAN; HENIKOFF, 2007).

A digestdo do DNA genbmico com enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo séo
ferramentas classicas na andlise de metilacdo. As enzimas de restricdo mais comumente
utilizadas sdo a combinacdo das isoenzimas Hpall e Mspl, sendo que ambas reconhecem
sequéncias CCGG. Entretanto, em mamiferos onde a metilacdo ocorre, quase que
exclusivamente em sitios CpG, a atividade da Hpall é inibida pela metilagdo, enquanto que a
Mspl néo ¢é inibida (ZILBERMAN; HENIKOFF, 2007).

Na converséo pelo bissulfito, o DNA ¢é tratado com bissulfito que converte a citosina
em uracila por reacdo de deaminacdo, enquanto a 5-metilcitosina permanece sem alteracéo,
como mostrado na Figura 2 (HAYATSU, 2008). A uracila é um anélogo da timina e ela é
reconhecida pela DNA polimerase como timina. Assim, quando o DNA modificado pelo
bissulfito é submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o residuo de uracila sera
convertido em residuo de timina nos produtos amplificados. Como o residuo de 5-
metilcitosina permanece sem alteracdo durante o tratamento com bissulfito, a amplificacdo
produzira polinucleotideos nos quais os residuos de citosina representam os residuos de 5-
metilcitosina no DNA original (HAYATSU, 2008).

C Bissulfito U
Cm _Bsufo .~ Semreagfo: Cm

DNA:
_TCGCCGGTAC_ Bisulfte | _TUGUUGGTAU_ R _TG TGGTAT_
_TCmGCCmGGTAC_ __ B | TCmGUCMGGTAU_ PR, _TCMGTCMGGTAT

Figura 2. Tratamento do DNA para identificar a 5-metilcitosina (C™) no DNA.
(Fonte: Hayatsu (2008) com adaptac¢des)
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Vérios métodos utilizam a modificacdo pelo bissulfito. Técnicas baseadas em PCR
especifica para metilacdo (MSP — Methylation Specific PCR) podem detectar padrdes
especificos de metilagdo do DNA (LAIRD, 2003). E uma técnica largamente utilizada,
embora seja sensivel e qualitativa (JOHNSON; BELSHAW, 2008). Métodos baseados na
clivagem seletiva da sequéncia metilada do produto de PCR por enzimas de restricdo
fornecem informacdes sobre o estado de metilacdo de citosinas individuais (JOHNSON;
BELSHAW, 2008). Assim, estes métodos podem ser utilizados para construir perfis de
metilacdo usando medidas de metilagio em um CpG individual (LAIRD, 2003). Como
exemplo, pode-se citar a analise dos fragmentos de restricdo combinada com bissulfito
(COBRA — Combined Bisulfite Restriction Analysis) (XIONG; LAIRD, 1997). O
sequenciamento gendmico po6s bissulfito de produtos clonados da amplificacdo por PCR
fornece informacéo detalhada do padrdo de distribuicdo da 5-metilcitosina ao longo da cadeia
de DNA (LAIRD, 2003). E, portanto algumas vezes considerado um “padrio ouro”, porém é
demorado e caro para a analise de rotina (JOHNSON; BELSHAW, 2008).

Os padrdes de metilagdo séo estabelecidos no inicio do desenvolvimento e podem ser
modulados durante a vida (STOVER, 2004). A metilacdo do DNA reprime a transcricdo
diretamente pela inibicdo da ligacdo de fatores de transcricdo, e indiretamente pelo
recrutamento de proteinas que se ligam ao CpG metilado (JIRTLE; SKINNER, 2007). Em
tecido de mamiferos, o estado ndo metilado esta associado com uma estrutura de cromatina
aberta e com transcricédo ativa, enquanto que o DNA metilado recruta complexos de proteinas
que promovem a deacetilacdo das histonas que leva a compactacdo da cromatina silenciando
genes (JOHNSON; BELSHAW, 2008). A hipermetilacdo é associada a varios tumores

malignos humanos, doencas ndo neoplasicas e envelhecimento (SAWAN et al., 2008).

1.3. Metilacado e cancer

O cancer é provavelmente a melhor doenca estudada com forte componente
epigenético. Em tumores, a perda de metilacdo (hipometilacdo) do genoma é observada e
sugere-se que a hipometilacdo inicia e propaga a carcinogénese por meio de inducdo de
instabilidade cromoss6mica e ativacao transcricional de oncogenes (TOST, 2009). No cancer
também ocorrem areas de densa hipermetilacdo em ilhas CpG localizadas na regido
promotora de certos genes supressores de tumores, como o p16™** BRCA1l e hMLH,
silenciando os genes (ESTELLER, 2006).
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Durante a carcinogénese, as células cancerosas necessitam desenvolver certas
caracteristicas como evasdo de apoptose, insensibilidade a sinais de parada do ciclo celular e
de limites do potencial de replicacdo, além de produzir sinais de crescimento que possibilitam
a angiogénese e invasdo tecidual. Muitos genes que afetam estas vias estdo metilados no
cancer. Portanto, genes envolvidos na apoptose (Caspase-8, TP53), adesdo intracelular (E-
cadherin, CD44), reparo de DNA (MLH1, MGMT) e biotransformacdo de farmacos (GSTP1)
sdo exemplos de genes que podem tornar-se inativados em tumores por mecanismos
epigenéticos (TEODORIDIS; STRATHDEE; BROWN, 2004).

O estado de metilacdo de ilhas CpG pode ser utilizado para caracterizar e classificar 0s
tumores e também pode ser usado como um ponto de partida para o tratamento
antineoplasico, pois a metilagdo do DNA é uma modificacdo que ndo envolve mutacdo e é
possivelmente reversivel (TOST, 2009). A identificacdo das alteragdes epigenéticas do gene
supressor tumoral TP53 é adequada para o0 estudo da etiologia, exposicao e suscetibilidade ao
cancer, porque o gene TP53 esta envolvido em muitos processos celulares (GOLDMAN;
SHIELDS, 2003). A proteina p53 é uma supressora tumoral que tem uma importante funcéo
central na resposta celular ao dano no DNA por agentes genotoxicos, tais como as radiacdes
ultravioletas (UV), espécies reativas e certos medicamentos utilizados no tratamento do
cancer, como a doxorrubicina. Dependendo do tipo celular e da extensdo do dano ao DNA, a
proteina p53 pode modular muitas fungdes celulares, incluindo parada no ciclo celular, reparo
no DNA e apoptose (NITHIPONGVANITCH et al., 2007).

A hipermetilacdo do promotor compromete a inducdo de p53 quando linhagens
celulares sdo expostas ao etoposido, um indutor de dano no DNA que ativa a p53, e esta
inativacao é revertida quando estas linhagens sdo tratadas com agentes demetilantes, como
por exemplo a 5-azadeoxicitidina ou zebularine (HURT et al., 2006). Chanda et al. (2006)
estudaram o padrdo de metilacdo do gene TP53 em pessoas expostas ao arsénio e que
apresentavam sintomas de arsenicose e observaram hipermetilacdo dos genes pl6 e TP53.
Além do mais, a regido promotora do gene TP53 estava hipermetilada em individuos com
cancer de pele induzido pelo arsénio, comparado com aqueles individuos com cancer de pele
ndo relacionados com a exposicdo ao arsénio (CHANDA et al., 2006). Dados de estudo em
pacientes brasileiros mostraram que a metilacdo do gene TP53 é um evento importante
associado com tumores de cérebro extra-axial, pois 52% das metastases apresentavam
hipermetilacdo e assim a metilacdo do TP53 estava envolvida na progressdo destes tumores

(ALMEIDA et al., 2009). Em modelos experimentais demonstrou-se alteragdo na metilacéo
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da regido promotora do gene TP53 em ratos expostos ao medicamento fenobarbital
(KOSTKA et al., 2008) e a dieta deficiente em grupos metil (POGRIBNY et al., 2000).

Apesar de ocorrer hipermetilagdo em muitos genes no cancer, nem todas as regides
promotoras serdo afetadas. O mesmo gene TP53 apresentou um estado ndo metilado tanto em
tecidos saudaveis como em tecidos de carcinoma hepatocelular (DING et al., 2004) e em
carcinoma fibrolamelar (VIVEKANANDAN; TORBENSON, 2008). Esta divergéncia esta
associada ao fato de que algumas ilhas CpG estdo metiladas somente em certos tipos de
tumores (TEODORIDIS; STRATHDEE; BROWN, 2004).

Sawan et al. (2008) sugerem que a epigenética silencia genes e pode induzir mudancas
genéticas. Como exemplo, o produto do gene GSTP1, responsavel pela detoxicacdo de
produtos genotdxicos ambientais e enddgenos, protege 0 DNA de danos engquanto os genes de
reparo do DNA sdo responsaveis por reparar 0 DNA lesionado. As alteracdes epigenéticas
(metilagio do DNA e modificagbes nas histonas) silenciam tanto o gene de detoxicagéo
(GSTP1) ou genes de reparo (MGMT, MLH1, BRCA1) que podem aumentar a extensdo de
dano ao DNA e aumentar a taxa de mutacdo e instabilidade de microsatélite. Portanto, o
evento epigenético primario pode predispor a varias mudancas genéticas, como quebras de
DNA e mutacBes que resultam em instabilidade do cromossomo, que contribuem para o

fendtipo do tumor.

1.4. Metilacao e instabilidade gendmica

A hipometilacdo global do DNA genémico observada em celulas cancerosas € um
importante achado de malignidade, porque ha uma perda de metilacdo de sequéncias
repetitivas e de elementos transponiveis no genoma que estdo associados a instabilidade dos
cromossomos das células cancerosas (MULERO-NAVARRO, ESTELLER, 2008).

Trés tipos de instabilidade gendmica podem ser influenciados pela metilacdo do DNA,
a instabilidade de microsatélites, instabilidade cromossdmica e as translocacdes
cromossdmicas (GRADY, 2004). As quebras de fita dupla do DNA (double strand breaks)
sdo apontadas como o tipo de dano no DNA mais relevante para a instabilidade gendmica e
viabilidade celular. Células pré-neoplasicas frequentemente contém lesdes no DNA, tais como
pareamento errdneo de bases e quebras de cadeia simples e dupla do DNA (McCABE;

CAUDILL, 2005). Se estas quebras ndo forem reparadas podem levar as alteracGes genéticas
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como mutacgdes e translocagbes cromossdémicas encontradas em muitos tipos de canceres
(SAWAN et al., 2008).

A investigacdo dos componentes da dieta envolvidos no processo de metilacdo do
DNA e na prevencdo do cancer deveria considerar as possiveis respostas especificas de certos
micronutrientes sobre o genoma e a instabilidade cromossdomica. Entre os ensaios que sdo
recomendados e apropriados estdo o teste do micronicleo e o ensaio do cometa in vivo
(SPEIT; SCHUTZ, 2008). O ensaio do cometa é empregado para investigar o impacto de
fatores da dieta na estabilidade do DNA em humanos, pois € uma técnica facil de realizar e
relativamente com menor custo que outros métodos como a andlise de aberracdes

cromossdmicas ou a analise de microntcleo (HOELZL et al., 2009).

1.5. Metilacdo e medicamentos

Estudos em animais revelaram o padrao alterado da metilagdo do DNA e modificacfes
das histonas ap0s a exposicdo aos genotdxicos ambientais, tais como os farmacos
doxorrubicina e fenobarbital e metais carcindgenos como o arsénio e o niquel (BOMBAIL,;
MOGGS; ORPHANIDES, 2004; YOKOCHI; ROBERTSON, 2004). Além dos
medicamentos quimioterapicos, o padrao de metilacdo pode ser influenciado pelas radiacdes
ionizantes e pela ingestdo insuficiente de micronutrientes (SINGH; MURPHY; O'REILLY,
2003). Em pacientes com leucemia que receberam tratamento com decitabina (5-aza-2’-
deoxicitidina), observou-se que em doses altas (75mg/m?) ocorre inducdo de apoptose devido
a formacao de aductos e parada do ciclo celular, enquanto que doses baixas (5-20mg/m?), até
trinta vezes menor do que a dose maxima tolerada, as mudancas na expressdo génica ocorrem
devido a inibicdo da Dnmt que poderia favorecer a diferenciacdo, reduzir a proliferacdo e
aumentar a apoptose (ISSA et al., 2004). Como consequéncia, 0Ss agentes citotoxicos
convencionais em concentracdes menores que a dose maxima tolerada, ou 0s agentes
demetilantes, como os derivados da 2’-deoxicitidina, podem restaurar a sensibilidade de
varios agentes quimioterapicos, incluindo a cisplatina, epirrubicina e temozolomida
(TEODORIDIS; STRATHDEE; BROWN, 2004).

A doxorrubicina € uma antraciclina que se intercala no DNA e ¢ indicada no
tratamento de um amplo espectro de tumores solidos (ex. mama, bexiga, endométrio, tiredide,
pulmdo, ovario, estbmago e sarcomas) e no tratamento de linfoma, assim como leucemias
linfoblaticas e mieloblasticas (YOKOCHI; ROBERTSON, 2004). Como 0s demais agentes
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intercalantes de DNA da classe das antraciclinas, a doxorrubicina é um agente com atividade
antitumoral devido a formacdo de um complexo clivavel com a topoisomerase Il, resultando
em apoptose (SPENCER et al., 2008) e induz quebras de fita simples e dupla no DNA
(ANTUNES; TAKAHASHI, 1999; ANTUNES et al., 2007). Apesar da intensa utilizacéo
clinica, os mecanismos de acdo das antraciclinas nas células cancerosas ainda ndo foram
completamente esclarecidos. Entre os mecanismos conhecidos, pode-se considerar (a) a
geracdo de radicais livres que resulta em danos no DNA e peroxidacdo lipidica; (c) a
formacéo de ligacdes cruzadas com a molécula de DNA; (d) a indugdo de danos na molécula
de DNA, pela inibicdo da enzima DNA topoisomerase II; e (e) a inducdo de apoptose
(PENAULT-LLORCA et al., 2003).

Assim como as demais antraciclinas, além das suas propriedades intercalantes na
molécula de DNA, a doxorrubicina induz a peroxidacéo lipidica, geracao de espécies reativas
de oxigénio e & um inibidor direto da enzima DNA topoisomerase Il (FERRARO et al., 2000).
As espécies reativas ao oxigénio, como o radical superéxido, H,O, e radical hidroxil podem
reagir com a maioria dos componentes celulares e induzir muitos tipos de danos celulares
incluindo quebras de fita simples e dupla do DNA, modificacGes de base e cross-links DNA-
proteina (RAGU et al., 2007). A doxorrubicina ¢ um farmaco conhecido por induzir a
expressdo da proteina p53, fato este observado em linfomas (DEMERS et al., 2009), porém
apresenta efeitos citotoxicos tais como nefrotoxicidade (EL-SHITANY; EL-HAGGAR; EL-
DESOKY, 2008) e hepatotoxicidade (EL-SAYYAD et al., 2009). Embora 0 mecanismo exato
pelo qual a doxorrubicina induz nefrotoxicidade permaneca desconhecido, acredita-se que
seja mediado por meio da formacdo de espécies reativas ao oxigénio que lesam
macromoléculas e resulta em peroxidacéo lipidica (LIU et al., 2007).

A doxorrubicina bloqueia a transcricdo por meio da intercalagdo no DNA em regides
ricas em CG e por meio de interferéncias com as alteracBes topolégicas necessarias para a
funcdo da RNA polimerase 11 e topoisomerase | e Il (KANGASPESKA et al., 2008). Tambem
é conhecida a interéncia na acdo da Dnmt por meio da intercalacdo ao DNA (YOKOCHI;
ROBERTSON, 2004) que resulta em reducdo da metilacdo da regido promotora do gene pS2
in vitro (KANGASPESKA et al., 2008).
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1.6. Metilagcéo e nutrientes

Os componentes dos alimentos tém a capacidade de influenciar a metilacdo do DNA
em pelo menos trés vias diferentes (ROSS, 2007). Primeiro, a dieta é importante para fornecer
e regular o suprimento de grupos metil disponiveis para a formacdo do S-adenosilmetionina
(SAM), o doador universal de grupos metil. Segundo, a dieta modifica a utilizacdo dos grupos
metil, incluindo mudancas na atividade das DNA metiltransferases (Dnmt). Finalmente, o
padréo de metilacdo do DNA pode influenciar na resposta a nutrientes por meio de regulacéo
de genes (ativando ou silenciando) que influenciam na absorcdo, metabolismo ou altera o sitio
de acdo para os componentes bioativos da dieta (ROSS, 2007).

Para manter a metilagdo apropriada do DNA pela Dnmt e SAM, tem-se notado que
ndo somente o 5-metil-tetrahidrofolato, mas também a vitamina B12 (cobalamina, cofator
para a transferéncia enzimatica do 5-metil-tetrahidrofolato para a homocisteina), a vitamina
B2 (riboflavina, cofator para a redugdo enzimatica do 5,10-metileno-tetrahidrofolato em 5-
metil-tetrahidrofolato), assim como a vitamina B6 (piridoxina, cofator para a formacéo
enzimatica do 5,10-metileno-tetrahidrofolato a partir do tetrahidrofolato e serina) sao
requeridas para a metilacdo do DNA funcional induzidas pela SAM, além de metionina e
colina (que sdo fontes dietéticas diretas de grupos metil). Estes compostos formam uma
complexa e inter-dependente rede de relacdo que é o metabolismo de um carbono na celula
(BOLLHEIMER et al., 2005) (Figura 3). Em relagdo aos nutrientes, os padroes de metilacdo
do DNA séo suscetiveis ao excesso ou deficiéncia de uma variedade de compostos da dieta
(KIM, 2007). Assim, os individuos com excesso ou deplecdo de metionina seriam candidatos
aos protocolos terapéuticos de intervencdo dietética, para a restauracdo dos padrbes
especificos de metilacdo do DNA (WATERLAND, 2006).
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Figura 3. Metabolismo da metionina.

(Fonte: Rowling et al. (2002) com adaptacfes. BHMT = betaina homocisteina metiltransferase; CBS =
cistationina p-sintetase; MAT = metionina adenosiltransferase; MS = metionina sintetase ; SAH = S-
adenosilhomocisteina; SAM = S-adenosilmetionina; THF = tetrahidrofolato)

A metionina é um aminoacido essencial que € requerido para a sintese de proteinas e
como fonte de grupos metil para véarias reacdes (ROWLING et al., 2002). Seu metabolismo
envolve reacGes de transmetilacdo, remetilacdo e transulfuracdo (Figura 3). A combinacgédo da
transmetilacdo e remetilacdo compreende o ciclo da metionina, o qual ocorre na maioria das
células. Ja o catabolismo, um processo irreversivel, ¢ realizado pela via de transulfuracéo cuja
distribuicdo é limitada e restrita ao figado, rim, intestino e pancreas (BROSNAN;
BROSNAN, 2006).

Na transmetilacdo, a primeira etapa no metabolismo da metionina, forma-se a SAM
pela acdo da metionina adenosiltransferase (MAT). Sob condi¢Ges normais, a maioria da
SAM gerada € usada nas reacGes de transmetilacdo, na qual a SAM € convertida a S-
adenosilhomocisteina (SAH) pela transferéncia do grupo metil para diversos aceptores
biologicos entre eles proteinas e DNA. Em seguida, a SAH € convertida a homocisteina e

adenosina em reacdo reversivel catalisada pela SAH-hidrolase (PUROHIT et al., 2007). Na
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via de remetilagdo, a homocisteina pode ser remetilada a metionina pela metionina sintetase
(MS) que estda em todas as células, e no figado também pela betaina homocisteina
metiltransferase (BHMT). A MS utiliza o 5-metil-tetrahidrofolato (5-metil-THF) como
doador metil, enquanto a BHMT usa a betaina que é produzida durante a oxidagdo da colina
ou € obtida a partir da dieta (BROSNAN; BROSNAN, 2006). Na transulfuracdo, a
homocisteina condensa-se com a serina para formar cistationina, utilizando a cistationina f3-
sintetase (CBS) que requer vitamina B6 como cofator. A cistationina é, entdo, clivada por
outra enzima dependente de vitamina B6, a y-cistationase, que resulta em liberagdo de cisteina
livre, o precursor limitrofe para a sintese da glutationa (PUROHIT et al., 2007).

A SAM controla 0 metabolismo da metionina por meio da regulacdo das enzimas
envolvidas no ciclo de um carbono (BROSNAN; BROSNAN, 2006). A concentracdo de
SAM deve ser controlada, pois € um substrato essencial na metilacdo de DNA e proteinas.
Estas reacOes dependentes de SAM regulam a expressdo de genes. Um aumento na
concentracdo de SAM acima da concentracdo normal poderia resultar em aumento na
atividade das enzimas metiltransferases e em hipermetilagdo do substrato (REES; WILSON;
MALONEY, 2006). Entretanto, o produto da transmetilacdo, SAH, é um potente inibidor
competitivo de todas metiltransferases e a extensdo da inibicdo depende da razdo da
concentracdo intracelular de SAM:SAH. Sob condi¢cdes normais, SAH é rapidamente
hidrolisada a homocisteina e adenosina, e a reacdo € totalmente reversivel. Se a homocisteina
acumula, a hidrolise da SAH é mais lenta com consequente inibicdo da metiltransferase
(INGROSSO et al., 2003).

Estudos em animais mostraram que h& um potencial para efeitos indesejaveis na
ingestdo excessiva de metionina mediado pelas mudancas no metabolismo da glicina e
perturbacdo nas reactes de metilacdo (REES; WILSON; MALONEY, 2006). A ingestdo de
altas concentracdes de metionina resulta em aumento da homocisteina plasmatica em roedores
(JIANG et al., 2007). A conversdo da homocisteina para metionina é uma reacdo essencial
para conservar a metionina, detoxicar a homocisteina e produzir a SAM (PUROHIT et al.,
2007). O mecanismo exato da toxicidade da homocisteina ndo é claro e varia entre diferentes
células. A toxicidade da homocisteina pode ser mediada diretamente pela SAH (REES;
WILSON; MALONEY, 2006) que interfere no processo de metilacdo de DNA e proteinas por
meio da inibicdo das metiltransferases (BROSNAN; BROSNAN, 2006).

O ensaio em roedores € amplamente usado como um modelo animal para estudos da
influéncia da composicdo da dieta sobre o padrdo de metilacdo do DNA em ratos jovens e
adultos (POGRIBNY et al., 1995; POIRIER, 2002). Ghoshal et al. (2006) verificaram que em
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animais jovens, submetidos por longos periodos a dieta deficiente em metionina e &cido
folico, ocorreu a inativagdo dos genes que codificam as enzimas DNA metiltransferases,
responsaveis pela manutencdo da metilacdo do DNA. Os autores concluiram que as alteracdes
epigenéticas foram permanentes e que a administracdo de uma dieta normal posteriormente
ndo foi capaz de reativar a expressao génica.

O estado nutricional materno pode alterar o estado epigenético do genoma fetal e
niveis de expressdo de genes de imprinting com consequéncias ao longo da vida (STOVER,
2004). A suplementacdo materna com grupos metil (WATERLAND; JIRTLE, 2003) ou
genisteina (DOLINOQY et al., 2006) alterou o fendtipo dos filhotes vidveis de camundongos
agouti (A") por meio do aumento da metilacdo do loci A". Portanto, a suplementacgdo
dietética pode ter influencia na regulacdo epigenética em humanos (WATERLAND; JIRTLE,
2003).

O efeito da dieta deficiente em metil (colina, metionina ou acido folico) esta
amplamente descrito na literatura (GOSHAL et al., 2006; POGRIBNY et al., 2009),
entretanto o efeito da dieta suplementada com grupos metil na metilagdo gene especifica ainda
ndo estd completamente elucidado. Além disso, a interacdo da dieta com 0 excesso de
metionina e fArmacos quimioterapicos necessita de estudos adicionais.

Portanto, a interacdo entre farmacos e dieta no contexto epigenético é de fundamental
importancia para se estabelecer um tratamento individualizado a cada paciente de acordo com
seu quadro clinico e perfil epigenético. Este trabalho avaliou o padrdo de metilacdo da
suplementacdo de metionina associada com o antitumoral doxorrubicina, visto que o padrao
de metilacdo em regides especificas do genoma da célula normal ainda é pouco explorado.
Conhecer o perfil de metilacdo na regido promotora do gene TP53 permitird entender a
regulacdo epigenética deste gene e estabelecer o possivel mecanismo associado a interacado
dieta-medicamento envolvido, e assim favorecer a prevencdo de doencas crénicas

relacionadas com o excesso de ingestdo de nutrientes.

Catia Lira do Amaral






Conclusées 64

2. CONCLUSOES

Conclui-se que em ratos:

v" A suplementacdo com metionina (2%) na dieta por seis semanas associada ou ndo ao
antitumoral doxorrubicina (1mg/Kg p.c., duas administragdes) nao alterou o estado de
metilacdo da regido promotora do gene TP53 em ambos tecidos, figado e rins;

v A suplementacdo com metionina associada ou ndo a doxorrubicina manteve a razéo entre
SAM e SAH, porém a associacao inibiu a deplecdo de GSH induzida pela doxorrubicina

em ambos tecidos;

v A metionina ndo induziu instabilidade gendmica per si, e quando associada a

doxorrubicina, ndo houve reducdo na instabilidade induzida pelo farmaco no figado e rins;
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