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EPIGENET]

* Epigenética: Conrad H Waddington (1950)

* S30 alteracOes herdaveis na expressao génica e organizagao
da cromatina, sem modificagdes na seqiiéncia de bases do
DNA - Reversiveis
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Pujadas & Feinberg (2012): modificacoes do DNA ou fatores associados
que tem conteudo de informacéo alem da sequéncia de DNA, as quais sdo
mantidas durante a divisao celular, sao influenciadas pelo ambiente, e
causam mudancas estaveis na expressao génica.
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Constitul a cromatina com suas
modificacoes e associacoes de

proteinas que fornece regulacao
epigenetica
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ONDE OS PROCESSOS

EPIGENETICOS OCORREM?

= DNA - METILACAO - Promotor
)
/'

= HISTONAS BIOTINILACAO
FOSFORILACAO l,
UBIQUITINACAO
SUMO:ilagdo

= ncRNA
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Figure 1. Gene Silencing in Normal Cells

Interacao metilacao do DNA, modificacao das histonas e

remodelamento dos nucleossomos — estao intimamente

ligados — alteracOes nesses processos resultam no
silenciamento de genes relevantes a doencas e cancer




METILACAO DO DNA
Onde ocorre?

ol uniao de uma
citosina a uma guanina por uma ligacao fosfodiester
na mesma fita de DNA — ilhas CpG — regioes
promotoras dos genes

IlThas CpG: seq. DNA >200pb e contetido

GC >50%

Metilacao do DNA: ocorre normalmente em
cerca de 70 a 80% dos sitios CpG, sendo que
essa porcentagem aumenta com o
envelhecimento.




- Adicao covalente de um grupo metil no carbono 5° da
citosina na moléecula de DNA — 5-metilcitosina

DNA metil transferase

Citosina 5-metilcitosina

- Doador: S-adenosilmetionina (SAM)

- Catalisador: DNA-metiltransferases = DNMTS (vérios
tipos e isoformas)
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DNA Maintenance
replication methylase

Figure 3 The maintenance methylase system preserves methylation status of
CpG dinucleotides through mitosis. The parental strand of DMNA is in black with
the daughter strand in red. M = methy] group on C nuclectide.

atua no DNA hemimetilado durante a replicacdo — mantém o
padrao normal de metilacao durante as divisoes celulares

: metilacao de novo — envolvida no imprinting parental

Anm. Rev, Genomics Hum. Genet. 2004, 5470510



METILACAO DO DNA

(HIPOMETILADAS)

(HIPERMETILADAS)

metilacao pode estar envolvida como mecanismo de defesa do
hospedeiro para prevenira  mobilizacao desses elementos e reduzir a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos.

Funcao:




silenciamento dos genes
através da Inibicao direta ou indireta da ligacao dos fatores
de transcricao devido ao processo de metilacao
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Chromatin remodelling




«Determinam grau de condensacao da cromatina —
reprime a transcricao
*Eventos epigenéticos: modificacOes na extremidade

N-terminal

-Fosforilacao (serina)
-Ubiquitinacao (lisina)
-Ribosilacao




METILACAO E ACETILACAO
DAS HISTONAS

metiltransferases de histonas (HMT)

desmetilases de histonas (HDM)
acetiltransferases de histonas (HAT) —

desacetilases de histonas (HDACS) -



Silenciamento
génico
Deacetyiation : =
HDAC) A A AcetytationHAT)
EXxpressao
génica




CODIGO DE HISTONAS

TRANSCRICAO
ATIVA cromatina

aberta HMT

(metiltransferases
de histonas)
Metilacao da lisina

H3K4
H3K36
H3K79

SILENCIAMENTO
GENICO

Metilacao da lisina
H3K9

HAK20

H1K26

H3K27



Table 1. Epigeneric changes and their funcrion.

Turkish Journal of Psychiatry 2012

Effect on

Epigenetic Change g:;:ﬁﬂm Enzyme Invalved E:ﬁ::fng -
Histone acetylation [ncrease: Histone acetyl eransferase (HAT) Histone deacetylase (HDAC 1-1V)
Histone phosphorvlarion Increase Kimase Phosphorylase
Histone-3 Methylarion

27, Residue lysine methylation (H3-K27) [recrease
Histone Ubiquitinarion Increase Ubiquirin ligase Ubiquirin protease
Histone Sumoylation Dcrease SUMO E2FES SUMO proteise
[NA Methylation Decrease DA methyl transferase (DNMT) DNA demethylase

Acetylated
histone DNA histone DNA histone DNA

DNA methylation induces Histone de-acetylation

methylated Acetylated  methylated de-Acetylated  methylated

@ then recruits which

-
de-Acetylates

binds —
methylated DNA Histones




MUDANCAS DO EPIGENOMA

DNA methylation

Heterochromatin

Euchromatin

p Histone

Me | Histone

tail

[
Histone Noncoding
post-translation RNA
modification

|
Remodelers

b DNMTs TETs

Remodelers

uiewolyd

(@) Estado Da Cromatina: determina
ativacao ou silenciamento génico
conforme o posicionamento dos
nucleosomos:

-Heterocromatina: conformacéo fechada
— metilacdo do DNA e histonas
desacetiladas

-Eucromatina: conformacao aberta —
sitios de inicio de transcri¢cao dos
nucleossomos livres e modificagOes das
caudas de histonas: metilacao e acetilacio
da lisina, fosforilagéo da serina,
complexos remodeladores e ncRNAS

(b) Controle das modificacOes das
histonas e modificacbes do DNA:
Metilacdo do DNA (DNMTs), metilacao e
acetilacdo de histonas (HKMT, HAT)
TETSs: proteinas de translocacédo (para
metilacdo do DNA)

HKMT: metiltransferase da histona lisina
HAT: acetilase de histonas

HKDM: desmetilase da histosa lisisna
HDAC: desacetilases de histonas

Annu Rev Med. Author manuscript; available in PMC 2016 July 08.



Videtic Paska A, Hudler P Aberrant methylation patterns in cancer
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Zygote Adult Mormal epithelium Invasive carcinoma

| Erasure of imprinting

Imprinting
DMA demethylation i
. - i . Maintenance epigenetic processes
?( inactivation / reactivation / »Epigenetic drifte Aberrant
inactivation
DMA methylation

Cell lineage specific methylation ——= —= —»

Growth Aging
Mutrition
Stress Oncogene activation
Lifestyle of parents Lifestyle _I_ Tumour suppressor inactivation
Maternal nutrition Drugs Dysregulation of repair pathways
Maternal stress Aging Dysregulation of signalling pathways

Environmental factors Metabolic aberrations and adaptations
Intrinsic factors (SNPs, ...)

Biochemia Medica 2015;25(2):161-76



A

METILACAO DO DNA E CANC!

(T
zY
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HIPOMETILACAO GLOBAL

|
HIPERMETILACAO DE ILHAS CpG

INSTABILIDADE CROMOSSOMICA

ATIVACAO DE ONCOGENES

INATIVACAO DE GENES INATIVACAO DE
SUPRESSORES TUMORAIS GENES DE REPARO

reativacao de
genes silenciados:
oncogenes

? ¢ O 79?
Shore Promoter TSS
Cancer
Shore Promoter TSS

Annu Rev Med. Author manuscript; available in PMC 2016 July 08




MUDANCAS EPIGENETICAS NO CANCER

‘A Normal Cells B Cancer Cells
Nuclear
membrane

Nuclear

Nucleosomal
compaction

Post-

translational
histone

modifications

Gene activation
or silencing

Stochastic
gene expression

Promotes tumor-
cell heterogeneity and

Euchromatin cancer-cell survival in a
changing environment

Ativacdo: marcas verdes; Silenciamento: marcas vermelhas
Cancer: os dominios de heterocromatina tornam-se eucromaticos
-ativacao de moduladores epigenéticos

-mutacdes em genes modificadores epigenéticos

-Expresséo alterada de genes mediadores epigenéticos N Engl J Med 2018;378:1323-34.



silenclamento de
genes supressores tumorais e genes de reparo

[ Tr._=|r'r5-:_ri|:|-ti|::-r'|
imnactivated by
hypermethylation

*Hipotese de Dois Eventos Mutacionais:
-10. Mutacao herdada ou somatica
-20. Delecao ou perda de heterozigosidade




Inativacao génica epigenética: tdo comum gquanto a mutacao no

desenvolvimento do cancer

«Alteracdes epigenéticas: envolvidas na iniciacao, progressao do
cancer e metastase (alta frequéncia de mutagdes em genes que codificam proteinas

gue mantem o epigenoma normal)

Cancer

=Global hypomethylation
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CA CANCER J CLIN 2010;60:376—392; Annu Rev Med. Author

manuscrint: available in PMC 2016 Tulv 08

Alteracdes epigeneéticas podem
participar nas etapas precoces da
Iniciacdo do cancer

Silenciamento anormal de genes
podem levar a uma expansao clonal de
celulas aberrantes — fornecendo
substrato para outras alteracdes
genéticas ou epigenéticas
subsequentes — Progressao tumoral

Principais canceres associados com
hipermetilacdo DNA: pulmao,
gastrico, colorretal, leucemia,
cérebro, figado, mama e proéstata



TABLE 1. Examples of Clinically Relevant Epigenetic Biomarkers

EFIEENETEC BIDSSAREER

CLINBCAL RELEWANCE

SUFPOETING LITEEATURE
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Hypermetiytation of
GEF

Dlagnoskiearly defection of
prs1ae CEne

Caims 2001," Lee
1994, Ellers 20071
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[APK

Associztion with ezry reammence
and pathological stage In bladder
i
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-I---I:"-'|

A5

OR, 2.7 {95% O, 1.04-4.5
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MGMT

Predicior of response to @mmstine
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Hedl 005, """ sheler
H0g'

H=: for death assodated with nonmetyiation,
0.5 [958 I, 3042.7)

H=: for progression of disease asodated with
nonmetnylation, 1008 [B5% 1, 4.4-30.8)

CIMP Subtype classification, risk 553 H008, Shen 2007, HE: for overall sunival In MIDS patients, 1.68
strattfication, and prognostc 553 J005,""7 k53 2004, 195% O, 1.0-2.81]
relewance In colorectal Canier, shen 20021 Shen H= fior progression-frez smal In MDS
eucpmizs, MG, i i) [ e patient, 1.95 (95% 00, 1.18-2.21)

CIMP Comelation with favorable Noushmehr 20107 G-OMF stahs 35 an Independent predicior
prognizsks In ghomas ol surdval (P - .01)

CIMP Ceterminant of poor prognasts In &be 200514 HE, 32.1 (5% O, 5.3-934)
reurnblastomas

Fromoter methydation of Association with early reommence Erock 200ETT OR of reorent cancer, 35.25

pi6, (DRI, RASSF T4,
and AP

m 5tage | NSCLC

Fromoter methylation of
6 and of MGdT-
RASSF [4-DA-PAX S
n plasma and sputum,
respecinely

Association with smoking 2nd lung
Lanie rek

Zelins !::-I:I:E.."’ Selinsky
H0E™

OR for cancer development, 6.5
Sereiiviyspedficty; GEREL%

Quantitaiion of promoter Detection of bladder cancer In Hoque 706 Sersitivityspecficty. 27R/06%
methytation of plé, wrine sedment DA

PR, MGMT, and

GSTPT

Glokzl histone Comelation with prognasts and nisk Seligeon 005 HE, 9.2 (5% 1, 1.03-82.3)
modiication profiling In of recumance in low-grade prostate

primary prostatectomy [aniE

tEzue samples

micoANA signature Associzton with dinical mutoome tzram Ao0E H= for an event, 1.8 (95% €1, 1.0-30)

{everit-Fee suniva In
oytogenetically noemal AML
patients with high-risk molecular
features

Padroes aberrantes
de metilacdo e
cancer:

*Sao especificos ao
tecido e tumor »
biomarcador do
cancer

 tumores derivados de
diferentes tecidos
mostram padré&o unico
de alteracoes de
metilacdo do DNA

sAmostras de DNA
derivadas do tumor —»
obtidas de bidpsias,
plasma, saliva, semen,
fluidos gastrintestinal
e broncoalveolar,
urina e fezes



ESTRATEGIAS PARA DETECCAO DE BIOMARCADORES

Genes candidatos:

*Triagem do genoma-global

Cancer de pulmao:
hipermetilacédo dos genes: MGMT,
P16, RASSF1A, DAPK, RARS (soro
dos pacientes) — marcador de
cancer com sensibilidade de 51%

Cancer endometrial: secrecdo vaginal

— hipermetilacdo CDH12, HSPAZ2,
MLH1, RASSF1A, SOCS2

Cancer de prostata:
hipermetilacdo nos genes:

GSTP1 —distingue lesao benigna
de maligna

RAR /3 — estagio mais avancado

Cancer de bexiga: urina

Hipermetilacdo de RB, P16, P14, APC,
RASSF1A

Perfil de metilacdo do DNA:
Triagem populacional
p/deteccao precoce de cancer
especifico — testes ndo invasivos



(durante
envelhecimento e carcinogénese):

-Processo casual que resulta de erros durante a
duplicacao do DNA.

-Erros de pareamento, reconhecidos pelas DNA
metiltransferases gue provem a hipermetilacao.

- EXposicao a agentes como: radiacao, fumo, niquel
e outros agentes quimicos diversos.




Desaminacao espontanea da 5-Metilcitosina em
Timina— mutacdo de ponto (C-G para T-A), podendo
alterar a funcao dos oncogenes e dos genes supressores

tumorais.

Podem ocorrer devido aos padroes de metilacoes
alterados que afetam indiretamente a atividade gé




Metodos de Analise dos Processos Epigeneticos

Mapeamento do Metiloma




TaeLe 1. Commonly used techniques for locus specific DNA methylation determination based on bisulfite sequencing with potential
for translation into dinical practice.

Method

Advantages

Disadvantages

Methylation specific
PCR

Very sensitive,
Cost-effective.

Meed for two different pairs of primers, one for
methylated DNA and one for nen-methylated.
Risk for false positive results if primer design is not

(MSP-PCR) appropriate.
Only qualitative,

Ilzlc_lwhrate C?:.fa.he positive results. Determination of methylated DNA only.
SMART-MSP Igh sensitivity. . ) Mot suitable for detection of heterogeneous

Closed tube technigue — low risk for sample .

A methylation.

contamination.

EE_:'I :.; E: a;zilgir::i:::mnwt}r. Only for detection of methylated DNA.
MethyLight P ) When samples with heterogeneous DMNA

Closed tube technigue — low risk for sample
contamination.

methylation are analysed it is only semi-guantitative.

Methylation-sensitive
high resolution
melting (M5-HRM)

Useful for screening purposes — high throughput,
inexpensive, fast.

Real - time tracking of methylation status.
Applicable also for small amounts of DMA.
Closed tube technigue — low risk for sample
contamination.

Information on methylation degree based on
standard curve analysis — semi-quantitative,

Mo information on specific sites of methylation -
patterns are hard to recognize.

Sanger sequencing of
bisulfite treated DMA

Data on complete sequence composition.
Relatively long sequence reads possible.

Only semi - guantitative.
Low quality results at the beginning of the reads.

Pyrosequencing

Quantitative analysis of individual CpG islands with
real - time monitoning.

Appropriate for degraded formalin-fixed, paraffin -
embedded (FFPE) samples.

Relatively short sequences (~ 50 nuclectides) can be
reliably analysed.

Mext generation

High throughput.
Data on complete sequence reads — genetic and

Need for high-quality DNA.
Relatively labour demanding.
5till associated with high costs.

s=quencing epigenetic data. Currently used / applicable for research use only.
Quantitative. . : )
Purchase of an expensive instrument is required.
MassARRAY EpiTYPER Quantitative analysis, high throughput, applicable Investment into expensive instruments is required.

for heterogeneous DNA methylation patterns.

Biochemia Medica 2015;25(2):161-76




Metodos de analise dos Processos Epigeneticos

*Materias utilizados: urina, saliva, sangue, escovados,
fragmentos de bidpsias




Enzimas de restricao sensiveis a metilacao

Metilacao Diferencial

*Endonuclease Hpall- cliva o DNA

no sitio CCGG quando a citosina / G \

interna nao esta metilada

'y 1
*Endonuclease Mspl- cliva o DNA no A A A
sitio CCGG na presenca ou auséncia
de metilacao t ¢ ¢ owum

*PCR: amplificacao de uma banda
especifica no DNA l
digerido com Hpall e auséncia de

amplificacdo no DNA RLGS,
digerido com Mspl. K




*Tratamento do DNA com
bissulfito de sodio

eConversao de citosinas nao
metiladas em uracila

*PCR: 2 reacoes separadas (2
pares primers: seq. metilada e
nao metilada)

Eletroforese: gel
poliacrilamida

Bisulfite conversion

CHI W) CH)

Chemicalconversion of
unmethylated cytosine
by sodium bisullite

C C

—_—e € O
- € O

C PCR amplification

Detecthon

v

Microaray with sequencing

‘ convered target '
probes




DNA isolado de carcinoma prostatico (C) e hiperplasia

benigna prostatica (B)

» Gene GSTP1: hipermetilacao em mais de 90% dos

CA prostaticos
» Auséncia de metilacao
em tumores benignos

u M U MUMUMUWM

A — —— i
S ——  —
E-cadherin | - _ M1
o1 R - pe—
MiNT2 B — — Vi

1 2 3 4 5

U : unmethylated band M : methylated band

1: RKO control
2,3 : 24hrs after treatment with 8, 16uM of 5-aza-2'-deoxycytidine
4,5 : 48hrs after treatment with 8, 16uM of 5-aza-2'-deoxycytidine



Amostra Tumaoral

Figura 21: Sequéncia do gene GPC3 fragmento F2 com os dinucleotideos
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A Genomewide association studies

Example 1.

Detected genatic
coding variant

= Mechanistic
connection

B Epigenome-wide association studies

exposures and aging,

Detected hereditary
genetic variant (SNP)

o, T
e Hypothetical
disease-risk gene

/—’D;d‘\ /“"-——h-\ Disease phenotype
connection (e.g., diabetes and
=— rheumataid arthritis)

Hypothetica
disease-risk gene

C Integrated genomewide and epigenome-wide association studies

Example 1.

Example 2.

Haplotype block 1

exposures and aging

/Dm /—-‘—.' Disease phenotype
connection

) Disease phenotype

/:-1%;\ "F’——_—\—-\ (e.g., diabetes and
=_ rheumnataid arthritis)

1
. Hypathetical
\___// Direct disease-risk gene
connection
Chromatin
Haplotype block 2 oop 1 Chromatin

loop 2

genetic
/Eﬁ:d\ variant /———--"\

Hypothetical
disease-risk gene

Somatic

Hypothetical
disease-risk gene

Epigenética para estudos epidemioldgicos:
Doencas comuns: Cancer, diabetes, etc, podem ser
melhor entendidos pela combinacgdo de estudos de
associacdo do genoma convencional (GWAS) e
estudos de associa¢do do epigenoma

A: GWAS Convencional: liga uma seq. de DNA
variante ou SNP para um gene, para uma doenca
conhecida

B: Epigenome-wide association studies: liga uma
exposicdo ambiental e envelhecimento

para uma mudanca de metilacdo do DNA e
subsequentemente para uma doenca

C: Estudo Integrado de associagdo genomewide
e epigenomewide: considera ambas exposicao
genética e ambiental relacionando variantes
geneéticas a mudancas epigenéticas (methylation
quantitative trait locus [meQTL]) em doencas
como diabetes e artrite reumatoide. Esta
combinacdo pode identificar variants genéticas
que regulam marcas epigenéticas (clusters of DNA
methylation under genetic control [GeMes])
atraves de blocos de desequilibrio de ligacéo.

D: Epigenética do cancer: enriquece a genética
do céncer convencional por incluir exposi¢do
ambiental e mudancas epigenéticas juntas com
variants genéticas hereditarias e risco para
doencas.

DMR: regides diferencialmente metiladas

N Engl J Med 2018;378:1323-34.



TERAPIA EPIGENETICA

*Desenvolvimento de novos agentes terapéuticos:
-inibidor de metilacao (analogos de nucleosideos):1970-1990

Podem desreprimir genes supressores de
tumor silenciados e restaurar sua funcao
normal



Ligacdo covalente irreversivel com
DNMT ap0os sua incorporacdo no DNA

I
C:G

D6

|
€)—GD

Figure 4 Hypomethylation and gene reactivation by
azacitidine. Treatment with azacitidine resulis in its
incorporation into DNA In place of cytidine residues.

O efeito do tratamento nao é estavel — o estado de
hipermetilacao e silenciamento génico recorre apos
cessacao de tratamento —» manutencao da terapia

BAYLIN DECEMBER 2005 VOL 2 SUPPLEMENT 1



Inibidores de HDAC (desacetilacao de histonas): HDACI: promove
acetilacao das histonas = ativacéo génica
-cancer mostra alteracao no balanco entre HAT e HDAC.
-HDAC: exercem efeito pro-oncogénico (silenciamento de genes de
apoptose e parada do ciclo celular)
-inibidores de HDAC (HDACI): terapia anti-cancer

EX.: acido valproico,
-tricostatina,

-derivados do acido
hidroxamico,

degradaco de -derivados de benzamida
proteinas mal

dobradas

Journal of Cancer Research and Therapeutics - July-September 2014 - Volume 10 - Issue 3



AVANCOS DA TERAPIA EPIGENETICA

Cancer
l -Tratamentos baseados na
Genetics and epigenetic justaposicéo de eventos

collaborations

mutacionais e alteracdes
| epigenéticas

Mutated epigenetic A0 E -Cancer pode ter efeito

regulator factors

direto sobre o epigenomae,

resultante de inflamacao

cronica, infeccéo viral ou
Epigenetic changes mudangas do microbioma,

— ou ainda efeitos indiretos

l devido a mutagOes em

genes “drivers”

Therapies : he
Epigenetic epigeneticos.
T engineering
T Generation 4 -Terapia epigenetica
T Generation3  Readers envolve varias geracdes de
DNMTs +writers .
Generation 2 -+ immunotherapy + small molecules teraplas
DNMTs + chemotherapy
T + HDAGs + targeted therapy

Generation 1
DNMTs



TABLE 2. US Food and Drug Administration-Approved Epigenetic-Acting Drugs

EFIGENETIC-ACTING DRUG CLINFCAL INDICATION MAIOR DATA SUPPORTING LITERATURE

DA methyitransferase inhibitors

S-ammcytidine (azadtdng) Symptomatic MDS 6% owesall resporse rate; Kaminskas 200512
ob% hematologic Fenaux 20059
Aprovada FDA 2004 mprovementitransfusion
ndependence
5-ars-1"-decoycytidine (decitabine) Intermediate and High-risk MD5S 731%: objective response Kantzsjian 20071

Aprovada FDA 2006 rate; 34% complete

IBSpONsE e

Histome deacetylase inhibitors

Suberaylanilide hydroxamic aod (vonnoastat) Progressive, persistent, of recurrent 30%: objective sesponse rate Mann 2007
Aprovada FDA 2006 cutaneous T-cell ymphoma
Romidepsin {depsipeptide) Progressive, persistent, o recurent 3% ovesall resporse rate; Piekarz 200915
cutaneous T-cell lymphoma o complete resporse rake

MOS Indicates myalodyspilast ic 3yndrome.

Tratamento também de tumores solidos: glioblastoma, cancer
de mama, cancer gastrintestinal e de tireoide

-usado em combinacéao com inibidores de metilacao (efeito
aditivo ou sinergistico)

-Combinacao com gquimio ou radioterapia
CA CANCER J CLIN 2010;60:376—-392




*Nao sao especificas — reativacao indiscriminada de genes
(elementos repetitivos ou genes imprintados), apesar que atuam
apenas em células em divisdao — assim células normais sem
divisdao nao sao afetadas — leva a desbalancos alélicos,
Instabilidade genomica e ativacao de retrotranposons;

*As drogas atuam preferencialmente em genes que tornaram-se
anormalmente silenciados no cancer — provavelmente devido
mudancas do estado de compactacao da cromatina em genes
silenciados patologicamente como no cancer,

Efeitos colaterais: toxicidade gastrintestinal, nauseas, vomitos,
diarréia, trombo e neutropenia...



CONSEQUENCIAS DOS
PROCESSOS EPIGENETICOS



IMPRINTING GENOMICO

E um subgrupo distinto de regulacdo epigenética em que a
atividade de um gene é reversivelmente modificada
dependendo do sexo do genitor que o transmitiu

*Processo em que genes especificos sao diferencialmente

“marcados” durante a gametogénese parental — expresséo
diferencial de alelos dependendo da origem materna ou paterna

«Assegura a expressao transcricional herdada paternalmente
ou maternalmente

«Somente um dos 2 alelos parentais herdados é normalmente
expresso e 0 outro alelo é reprimido (maioria impriting materno)

*Expressao monoalélica devido ao padrao de metilacao

Imprinting pode ser tecido especifico ou tipo celular
especifico: AS — expressio monoalélica em neuronios mas
nao na glia.



IMPRINTING GENOMICO

ovos de camundongos manipulados com 2 pro-

ntcleos maternos (

) ou 2 pré-ntucleos paternos

(androgenoto) — nao desenvolviam normalmente e nao

sobreviviam

formacao do embriao, mas pobre
desenvolvimento de tecido extra-embrionario

melhor formacao de tecido extra-
embrionario, mas pobre desenvolvimento do embriao

5

‘\".
X ey Desenvolvimento de do
m ——p | embriao com tecidos
| . extrraembrionarios
deficientes

.v‘

Zigoto com dois pronucleos matemos

. Desenvolvimento de
P | — | tecidos extraembrionarios

em um embriao nao viavel

Zigotc com dois pronucleocs paternos

Diploidia
Uniparental:



Imprinting genomico



ESTABELECIMENTO DO IMPRINTING

Estabelecimento do imprinting

Meste exemplo, o imprinting ocorre no gene Igf2 que exists nas formas
Ifg2 no macho e IgfZm na fémea. O imprinting ocorre de manaira que
somente o alelo paterno & expresso,

Qvocito Ovocito

Igf-2®

igr2®
ior Espermatocite

A
Espermatdcito lgf-2m

Fgf—.?ml

Manutengio do imprinting

Apds a fertilizacdo, o padrao de imprinting
€ mantido ao longo do desenvolvimento.
Mo exemplo o slelo matermo Igf2m nda
SET4 2Xpresso nas células somaticas.
MNote que o camundongo da esquarda &
fémea & o da direita macho.

/ Y

Lo .

.,-—J_> rg_f.:g. 4 > Igf—.?. A
lgr-2m
_ g ¥

_ Célula
— somatica

Célula somética

Delegido e reestabelecimento

Durante a gametogénese, o imrpintg &
apagado. O camundengo fémea produz
ovocitos, nos quais o gene é silenciada.
O macho produz espermatocitos com o
gene ativado,

1gt2®  igf-2n®

&

igfe® | igfem*

igr-2® igh-2n®

igt-e® | igrem®

Espermatdcitos
carregando alelog
ativos

Ovocitos primarios
alelos silenciados

A Alelo silenciado

LT P ™

Os mecanismos de “imprinting”
ocorrem em numerosas especies de
insetos, plantas e mamiferos. Este
mecanismo pode implicar um simples
gene, parte de um cromossomo, um
cromossomo inteiro ou todos os
cromossomos de um dos pais.

“Imprinting” de genomas pode estar
envolvido na escolha do cromossomo
X a ser desativado, pois pode
influenciar na escolha do cromossomo
a ser desativado

Jictor Martin 2
lores




H H Imprintmg Efect Certan

H % [ Beporred TTPD Cases
ol Deparfemend of Human

eiitios, Unbecesily of Chicago:
e, iohio ago.edu

-
= =] ﬁﬂ Fopehle Imprinting e
-
H“ Ten prinning UsEkoly
4 £

15 14 13 1 I7 it

Imprinting confirmado:
Materno: 7, 14 e 15
Paterno: 6, 11, 14 e 15

2004: 75 transcritos
Imprintados de 13
cromossomos diferentes

Erros:
UPD: dissomia

uniparental

Imprinting
defeituoso

Genes imprintados atuam no crescimento embrionario e desenvolvimento
e outros influenciam o comportamento apos nascimento.



Consequencia Funcional: Para

que serve

Funcionalmente estes genes serao haploides.

Sene &

Gene B

Gene C

dill» !'mprinting Paterno
Al 1 printing Materno

-gene A tem somente expressao “materna” (alelo paterno inexpressivo)
-gene C somente “paterna” (alelo materno inexpressivo).

O produto de ambos é o normal e suficiente para o funcionamento da
célula.

-gene B tem expressdo em ambos os alelos, seu produto também é
normal para o funcionamento da célula.



Imprinting genomico

Metilacdo esta habitualmente envolvida quer

ativando ou inativando os genes

Genes imprinted estao presentes em clusters

Ex:

| maternal omlgfz @OOOO
H19p /Igf2™(11p15.5) |peeme oG] cee &N o00——
/gtz"(Lp ) il o s o cerEacentiladores
DKK1/GTL2 (14g32)

Um dos genes origina 1 proteina o outro RNA ndo traduzido

(cerca de 25% dos genes imprinted nao originam proteinas-
ncRNA)

Os genes sdo separados por ilhas CpG as quais sao locais de
ligacdo de CTCF, formando uma fronteira cromossomica



A Igf2-H19 Domain
Maternal Chromosome Imprinted genes:

- expresiad matarnal allele

expresied paternal allels

ot

repressed parental allele

ICE
™ DHA methylation

CTCFR cohrsin complex

@ Enhancer

CTCF: liga-se ao alelo
IgF2 e H19 nao
metilado — manutencao
somatica de alelos ndo
metilados no embirao.

Controle da expressao génica de dominios imprintados:

-no cromossomo materno, CTCF liga-se ao ICR do alelo materno
H19 nao metilado — formacao de alga que previne IgF2 interagir
com o “Enhancer” abaixo de H19.



Imprinting genomico - H19/IGF2 e

doencas

UPDP (60% casos)
expressao bialéelica de
IGF2: estimula o
crescimento celular e risco
1000 x maior de cancer




@ 'mprinting Paterno
- Imprinting Materno

» Nao Imprintado

Formacao dos Gametas
(Desmetilacao)

Maturacao dos Gametas
(Metilagao de novo)

Fecundacao




Delecao de Centro de Imprinting

@ 'mprinting Paterno
- Imprinting Materno

Nao Imprintado

Formacao dos Gametas
(Desmetilacao)

Nao Ocorre

Maturacido dos Gametas
(Metila¢ao de novo)

Nao Ocorre

Fecundacao
Prader ‘ﬂ 1111 hlﬁellmn




Sindromes de Angelman e Prader-Willi

Regido eliminada que

gene PW inclue ambos

gene AS

f Gene AS no 6vulo
silenciado no >\
. espermatozdide -

| fertiizado  fertilizado

Sindrome de Angelman Sindrome de Prader-Willi
Os descendentes ndo carregam Qs descendentes n&o carregam
uma copia ativa do gene AS uma copia ativa do gene PW

A Alelo silenciado

e Alelo ativo




TABLE 3 Selected disorders of imprinted genes

Mechanisms in
approximate order

Chromosome  Specific

Disorder of frequency region oene(s) OMIM
Prader-Willi syndrome Deletion, UPD, 15q11-ql3 snoRNAsT, 176270
imprint defect other”
Angelman syndrome Deletion, UPD, 15q11-q13 ['BEZA 105530
imprint defect,
point mutation
Beckwith-Wiedemann Imprint defect, 1pl33 IGF2, 1530650
syndrome UPD, duplication, CDEN!C
translocation,
point mutation
Pseudohypoparathyrondism  Pount mutation, 20q13.2 GNAS 103580
imprint defect. UPD
Russell-Silver syndrome UPD, duplication, Tpll.2 WVarious 180860
UPD(7)mat translocation, inversion candidates

Anm. Rev, Genomics Hum. Genet. 2004, 5470510




Mother
o O

=

Deletion Maternal Methylation
uniparental defect
disomy

@ 2005 DARRYL LEJA

Hipotonia - Baixa estatura Gene ?? SNRPN

0]
M&0s e pés pequenos gellCagliofts)patiiosa)
Obesidade severa E)zlgg%sma materna:upd(15)mat
FolliEgle Defeito de metilagao

RM brando a moderado http://www.aafp.org/afp/20050901/827.html



Sinarome da crianca feliz
RM grave

Retardo do desenvolvimento
Boca grande — lingua protusa
Convulsoes

Surtos de riso

Paterno Materno

Cromosoma 16 I I

Normal

Paternc Materno Paterno Paterno

Ponmo Materno
2
Delecién 15ql1-q13 Disomia Uniparental

Paterna ocm'odcl Impmmng
68% ™

Paterno A‘f?m

2 == Mutocién UBE3A 1%

Desconocido 11%

Reorgarizocien cromosdmca
1%

gene UBE3A e ATP10C

Expressdo monoalélica no cérebro

del(15g11g13)mat (68%0o)

Dissomia paterna: upd(15)pat (7%o)
Mutacao no ICR (centro imprinting) - (4%0)
Mutacao no gene UBE3A (5%)
ttp://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0370-41062004000500011&script=sci_arttext




Prader-Wili

Deletion UurPD Deletion UFD
Genetic Epigenetic Genetic Epigenetic
Paternal deficiency Maternal deficiency

15911-q13 15q11-q13

Figure 4 Genetic deletion or epigenetic LUUFD give nse to indistinguishable phenotypes.

Doencas com fenotipos unicos: mas de origem genética em alguns
pacientes (delecdo) ou origem epigenética em outros (UPD).

Anm. Rev, Genomics Hum. Genet. 2004, 5470510



EPIGENETICA X GEMEOS MONOZIGOTICOS (MZ)

Por que gemeos MZ nao sao 100% concordantes?

Qualquer alteracao de novo ou
epimutacio afetando o epigenotipo
durante a gametogénese ou embriao
antes da clivagem dos MZ — 1ra
afetar ambos os gémeos de forma
concordante

Qualquer entre MZ pode
ser atribuida a mudancas epigenéticas
apos a clivagem ao inves de etiologia
poligénica



Em quase todas doencas Mendelianas com o
gene identificado — uma parcela pequena de
pacientes em gue nao sao encontradas
mutac0Oes apos sequenciamento total (éxons e

regidoes nao-codificadoras)

Possibilidade:

Alteracdes epigeneticas
Ou genéticas que afetam
a expressao génica.



EPIGENETICA: SUSCETIBILIDADE A DOENCAS

Dieta materna e suscetibilidade a
doencas metabolicas: obesidade,
Intolerancia a glicose, diabetes tipo I,
e doencas relacionadas: aterosclerose e
cardiovascular

- Homens cujos avos foram expostos a fome na Suécia (Overkalix) antes da
puberdade tendem a morrer mais cedo de varias doencas comuns do que homens
cujos avos nao foram expostos a fome.

- Tanto a fome holandesa no inverno e a fome em massa da populacdo da China
levaram a exposicao fetal a deprivacéo durante o primeiro trimestre de gestacao:
associado a uma incidéncia de esquizofrenia na idade adulta que foi o dobro da
incidéncia entre adultos que n&o tinham expostos a fome durante a gestacao.



EPIGENETICA E REPRODUCAOP ASSITIDA

« maior risco de alteracdes pre e perinatais em criancas
concebidas por técnicas de reproducéo assistida (TRA)

-Fatores parentais » oy >

-Uso de drogas para estimulacdo ovariana \"”-)S 4 )
-Caracteristicas dos meios de cultivo ol
-Manipulacao dos gametas e embrioes

*ModificacOes epigenéticas tem sido observadas em criancas
por TRA

hipometilacao dos genes HCNQ10OT1, SNRPN, PEG1, PLAGL1
e IGF2R
eestimulacao ovariana c/ gonadotrofina: disturbios da
metilacao em od6citos

maior risco de desenvolver
doencas na vida adulta: diabetes, obesidade, cancer, doencas
coronarias



«Componentes fitoquimicos da dieta podem prevenir

doencas ( ):
Chas verde (polifenol), alho, soja (ginesteina), uva (resveratrol),
cruciferas (isotiocianatos), curcumina, castanha do Para (selénio)—

moduladores epigenéticos, defesa contra o cancer
*Drogas, quimicos, pesticidas, compostos ambientais e

contaminantes Inorganicos (arsénico) —podem alterar o
epigenoma — contribuir para o desenvolvimento de doencas

Dieta pode causar acumulo de fénomenos epigenéticos —
afeta o0 epigenoma

Importante na terapéutica, quando associada a drogas

EX.: Deficiéncia de folato e vitamina B12: deficiéncia de
metilacao



DIETAE ALTERACOES EPIGENETICAS

\\\\\\

Inibidores da dieta das
DNMTSs

Modificadores da dieta
das Histonas

Epigenomics . 2011 August 1; 3(4): 503-518. doi:10.2217/epi.11.71.



Bioactive epigenctic diet compounds, lood sources and epigenetic functions.

Epigenetic diet sompounds

Fosd spvurces

Epigenetic fumctiomnsg

EC, ECG, BEGC and EGCG

Lireen Ted

OWBT and HAT inhikitor, modulates mi WA

Fesveratrol

Lragses, pediins, miulbermes, cranbaimies,
blucberrics

DT and HDAC inhibitoi

Curcumin

Tumeric, curry

DWMT inhibitor and mik™ A modulator

Cienistein

Soyvheans, fava beans

DWMT and HDAC inhibitor, enhances HATs,
miodulates miRMA

Isothiecvanates, sulforaphane

Broceoeh, cabbage, kale, watercress

DMMT and HOAC mhbator

selenmm

Brazilmn muts, chicken, game ment, beet

DMMT and HOAC mhbator

Allyl mercaptan, organosulfur
LLHI ||'||.||.|r||.|:-.

Luirhic

HEAC imhikator

Folate Beans, grains, fortified breakfast cercals, Deficiencies alter DMA methylation pattemns
pasias, green vegetables
Alcohol Alcoholic beverages High consurnption increases promoter

hypermathylation

DNMT: DN A methyliransferase; EC: Epicatechin: BECG: Epicatechin-3-gallate; BEGC: Epigallocatechin, EGOG: Epigallocatechin-3-gallate; HAT
Hiztone acetvltmnsterase; HDAC: Histone deacetylase,

Epigenomics . 2011 August 1; 3(4): 503-518. d0i:10.2217/epi.11.71.



NUTRIGENOMICA
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PROJETO EPIGENOMA HUMANO

Parceria do Instituto Sanger (britanico) e empresa
Epigenomics (alema) - 2007




EPIGENOMA HUMANO

-varias organizac0es publicas e i
privadas: NIH Roadmap
Epigenomics Consortium
(http://nihroadmap.nih.gov/epi-
genomics/)

*National Institutes of Health (NI1H)
Alliance for the Human Epigenome
And Disease (AHEAD),

*Human Epigenome Project (HEP)
(http://www.epigenome.org/), uma
junta em colaboracédo da The Wellcome
Trust Sanger Institute, Epigenomics
AG, The Centre National de
Génotypage

Nature (2015) 24 artigos: Atlas do epigenoma humano — 111 tecidos: padroes de
modificacao de histonas, acessibilidade do DNA, metilacdo do DNA e expressao
RNA

-entendimento da regulacéo génica, diferenciacdo celular
-mecanismos e possiveis relacdes com doencas e condicbes como asma, cancer,
problemas cardiacos e Alzheimer.



