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Resumo

Introdugao: A epigenética ¢ definida como o estudo das modificagées do DNA e histonas que sdo herddveis e nao
alteram a sequéncia de bases do DNA. Entre as modifica¢des que as histonas podem sofrer, estio: metilagio, fosforilacao
e acetilagdo. Entretanto, na molécula de DNA, ocorre apenas metilagio. Esta consiste na adi¢do de um grupamento
metil na citosina que geralmente precede a uma guanina (dinucleotideo CpG), e estd presente principalmente em
regiGes promotoras dos genes. A metilagio de DNA participa da transcrigdo génica, entre outras fungoes. Objetivo:
O objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo da literatura sobre o cincer e sua associagio com o padrio alterado de
metilacdo, bem como associagio com progndstico da doenca e resultados terapéuticos. Método: Foi realizada revisio
integrativa da literatura através de busca eletronica na base de dados PubMed. O periodo temporal considerado no
estudo foi de 2000 a 2010. Os artigos foram selecionados considerando-se a acessibilidade e excluindo-se revises ¢
pesquisas com linhagens celulares e animais. Resultados: Os artigos selecionados revelaram que diversos tipos de cAncer
estao associados a padroes aberrantes de metilagao. Em adicdo, o padrao de metilagio pode auxiliar no prognéstico
da doenga. Outros trabalhos mostram que a metilagio pode ser modulada por fatores ambientais, tais como: dieta,
hdbito de fumar e medicamentos. Conclusiao: Com base no fato de que alteragdes epigenéticas sao potencialmente
reversiveis, a importancia dos estudos epigenéticos nio s6 reside no melhor entendimento do cincer, como também
na descoberta de possiveis marcadores de tumores, bem como no desenvolvimento de terapias medicamentosas.
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INTRODUCAO

O termo epigenética surgiu na metade do século
XX apés estudos correlacionando bases genéticas e
embrioldgicas. O prefixo epi, do grego por cima, apresenta
uma forma de heranca que se sobrepée 4 heranga genética
com base no DNA. Epigenética é definida como o
estudo das modificacoes do DNA e das histonas que sao
herddveis e ndo alteram a sequéncia de bases do DNA.
Entre as modificagdes que as histonas podem sofrer,
estio: metilagio, fosforilacio e acetilacio. Entretanto,
na molécula de DNA ocorre apenas a metilagdo. O
epigenoma, entdo, ¢ dindmico e varia de célula para célula
dentro de um mesmo organismo multicelular'.

A metilacio consiste em uma modificagio covalente
do DNA na qual um grupamento metil (CH,) ¢
transferido da S-adenosilmetionina para o carbono 5 de
uma citosina (5-MeC) que geralmente precede a uma
guanina (dinucleotideo CpG), pela a¢io de uma familia
de enzimas que recebe 0 nome de DNA metiltransferase
(DNMT)'. As DNA metiltransferases estao divididas
em duas classes de representantes: aquelas envolvidas na
metilagao de fitas hemimetiladas do DNA (fitas de DNA
em processo de replicagio), conhecidas como metilases de
manutenc¢io como a DNMT1; e outro grupo, responsavel
pela maioria dos processos de metilagio de novo, que ocorre
em sitios com nenhum tipo de indica¢io de metilagio,
ou seja, sem a presenca de metilagio prévia, como as
DNMT2, DNMT3A e DNMT3B'. Os doadores de
radical metil sdo obtidos pela dieta e sio principalmente
a metionina, seguido do folato, colina e vitamina B12'.
Outro grupo de enzimas ¢ responsével pela desmetilagio
do DNA. O processo denominado de desmetilagio ativa
envolve as desmetilases e parece ser necessdrio para ativar
genes especificos ou apagar a marca epigenética durante
o desenvolvimento ou em respostas a perturbagoes
ambientais. A desmetilacio ainda pode ser passiva quando
nao hd envolvimento de desmetilases e ocorre quando
a manutengdo pelas metiltransferases ¢ inativa durante
o ciclo celular. Assim, o nivel ¢ o padrio de 5-MeC sio
determinados por ambos os processos de metilacio e
desmetilagdo, e as enzimas envolvidas nesses processos
devem estar altamente reguladas®.

A metilacao do DNA ocorre quase exclusivamente em
dinucleotideos CpG de células diferenciadas ¢ tem uma
importante fun¢io na regulagio da expressio génica e
no silenciamento de elementos repetitivos no genoma?.
Curiosamente, os pesquisadores do primeiro epigenoma,
recentemente sequenciado e publicado na revista Nature,
observaram que, em células embriondrias indiferenciadas,
a porcentagem de metilacio em CpA, CpT ou CpC ¢é
alta e isso poderia estar relacionado com a pluripoténcia
dessas células® .
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Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos
genomas eucariotos ou agrupados em regides definidas
como ilhas CpG. A literatura nos mostra que a maioria
dos dinucleotideos CpG esparsos estd metilada, ao
contrdrio das ilhas CpG que estio desmetiladas. Essas
ilhas sio frequentes em regides promotoras de certos
genes, incluindo genes housekeeping. Definindo: “ilhas
CpG” sao regives do DNA maior do que 200 pares de
bases, contendo aproximadamente 50% de bases C ¢ G
e com uma presenca esperada de aproximadamente 60%
de dinucleotideos CpG=.

A metilagio do DNA controla vdrias fungées do
genoma, sendo essencial durante a morfogénese para que
ocorra desenvolvimento normal®. Entre essas funcoes,
podem ser citados: recombina¢io durante a meiose,
controle da replicagdo, controle de DNAs “parasitas”
que se inserem no genoma humano (ex.: DNA viral),
estabilizacao e manutencio da expressao génica, regulagao
da diferenciacio celular e inativagio do cromossomo
X.4 Entretanto, a aberragio no padrio de metilagio no
promotor de um gene pode levar & perda de funcio
desse gene e ser muito mais frequente do que a mutagio
genética®.

A transcrigio génica pode ser fortemente inibida pela
adigao de radical metil. A presenga de um “capuz” metil
sobre uma citosina que precede a uma guanina pode inibir
a ligagio de fatores de transcricio a essas regioes. A nio
ligagao de fatores de transcri¢ao aos seus sitios especificos
resulta na auséncia de transcrigio génica. Ao contrdrio,
a desmetilagio leva ao aumento da transcricio génica.

Proteinas chamadas Merhyl Binding Proteins (MBP),
com afinidade pelo grupo metil, se ligam a dinucleotideos
CpG localizados nas regides promotoras ¢ impedem o
acesso dos fatores de transcricio aos seus sitios’. Essa
familia de proteinas ¢ composta por pelo menos cinco
membros, sendo que as mais estudadas sio a MeCP1
e MeCP2 (Methyl Cyrosine Binding Protein). A MeCP1
necessita de multiplos sitios CpGs préximos para se ligar
a0 grupo metil, promovendo, assim, a condensacio da
cromatina para a forma inativa. J4 a proteina MeCP2
necessita apenas de um simples sitio CpG para fazer a
ligagao, promovendo alteragées na cromatina semelhantes
as promovidas pela proteina MeCP1°.

As aberragoes epigenéticas provocam sindromes
(Prader-Willi [OMIM #176270], Angelman [OMIM
#105830], Beckwith-Wiedemann [OMIM #130650],
Rett [OMIM #312750]) e podem predispor ao cAncer. Em
tumores, alteragoes epigenéticas do tipo hipermetilagio sio
mais frequentemente observadas do que hipometilagio.
Metila¢do em regides ricas em CG pode ocorrer em
genes implicados com diferentes fung¢ées durante o
desenvolvimento do cincer, como supressio do tumor



(p14, p15, p16, p73 e BRCAI), reparo do DNA (hMLH1
e MGMT), invasio e metastase (CDH 1, ECAD, TIMPI,
TIMP2, TIMP3 e DAPK)°. Assim, padrées alterados de
metilagio tém sido identificados em diversos tipos de
cancer.

O presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisao sobre o cincer e sua associagio com o padrio
alterado de metilagio, bem como a associagio com
progndstico da doenca e resultados terapéuticos.

METODO

Trata-se de uma revisio integrativa da literatura. Para
tanto, foi realizada busca eletrénica na base de dados
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/),
utilizando combinagées das seguintes palavras-chave:
epigenetic, methylation, cancer. Foram encontrados 3.876
artigos na h'ngua inglesa, entre artigos originais e revisoes,
dos quais foram selecionados 90 artigos publicados entre o
periodo de 2000 a 2010; considerando-se a acessibilidade e
excluindo-se revisdes e pesquisas com linhagens celulares
animais. Para compor os 20 artigos para a presente revisao
integrativa, a selecdo foi baseada na relevincia estatistica,
além da preocupacio em apresentar dados recentes e/ou
o maior niimero de genes estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais resultados foram elaborados de forma
descritiva e expostos em tabela. Portanto, a Tabela 1 mostra
detalhes de estudos epigenéticos envolvendo vérios tipos de
cAncer, tais como: pulmonar’, gistrico®, colorretal’, bucal'’,
esofagico'!, ovariano'?, entre outros. Para os tipos de cAncer
que mais acometem brasileiros (préstata) e brasileiras
(mama)'?, os estudos epigenéticos também revelam
metilacio aberrante!*®. Entretanto, estudos envolvendo
cancer de pele nao melanoma, o tipo mais incidente no
Brasil, sdo raros e ndo revelam metilacio aberrante'®. Sabe-
se que esse tipo de cAncer ndo é tio comum em outros paises
e, por isso, pode nio ser de grande interesse estudd-lo em
nivel epigenético ainda. Todavia, ¢ possivel que alteracoes
epigenéticas sejam encontradas em amostras de individuos
com essa doenca, uma vez que essas alteragoes tém sido
encontradas nos diversos tipos de cAncer e, em adigdo, em
cancer de pele melanoma.

Assim como o cancer, as doencas inflamatdrias
também tém sido associadas & metilagao aberrante. Entre
elas, podem ser citadas: gastrite'®, artrite! e periodontite®
(Tabela 1).

Estudos epigenéticos envolvendo inflamago sio ainda
escassos, mas de grande importancia, pois pesquisas jd
mostraram que existe uma forte semelhanca em eventos
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que ocorrem no cincer e na inflamacio cronica, havendo
mediadores quimicos comuns aos dois processos. De
fato, evidéncias epidemiolédgicas de cincer derivado da
inflamac¢do tém sido investigadas em nivel molecular.
Alguns estudos epigenéticos mostram que a presenca da
inflamagdo crénica no pulmio ou na mucosa gistrica
estd associada ao padrao de metilagio aberrante em genes
supressores tumorais, que por sua vez estd associado ao
cAncer pulmonar ou géstrico respectivamente?,

Além da dieta, através da qual obteve-se o radical
metil, outros fatores ambientais tém sido implicados na
modulagio da metilagio, incluindo poluentes, tais como
os fons metdlicos, além de medicamentos, fungicidas
e cigarro'. Esses fatores podem causar metilacio ou
desmetilagdo no genoma, alterando dramaticamente
a expressdo génica. Estudos epidemiolégicos baseados
em populagdes de gémeos dizigbticos e monozigéticos
indicam que os tumores sio causados principalmente por
fatores ambientais. Em um desses estudos, foi mostrado
que o componente genético contribui moderadamente
para o desenvolvimento do cincer em gémeos, sendo
mais pronunciado em cincer de mama, prdstata ¢
colorretal. Nos outros tipos de cincer, o efeito genético
foi ainda menor, mostrando que fatores ambientais, tais
como: hdbito de fumar, exposi¢io ao sol, alimentagio
(infecgio por H. pylori), entre outros, sio mais decisivos
para o desenvolvimento do cAncer. Este trabalho ainda
mostrou que, mesmo em canceres, onde se observa o
componente genético sendo mais determinante do que o
fator ambiental, muitos individuos gémeos desenvolveram
diferentes suscetibilidades ao cAncer, mostrando mais
uma vez que, também nesses casos, o fator ambiental é
importante®.

Como se sabe, a0 contrdrio do genoma, o epigenoma
(conjunto de modificacbes quimicas do DNA) pode ser
modulado. Dessa forma, ¢ possivel que, apds a retirada ou
cessagio do fator que modificou o padrio de metilagio de
um determinado gene, este possa voltar ao padrio inicial.
Entretanto, parece néo ser tao fécil assim. Ultimamente,
alguns estudos epigenéticos apresentam uma abordagem
farmacoldgica e mostram que alguns compostos podem
alterar o padrio de metilagio aberrante. Como exemplo,
os compostos 5-azacitidina e decitabina j4 aprovados
pelo FDA sio dois agentes desmetilantes (inibidores de
DNMT) utilizados em ensaios clinicos tanto de leucemias
quanto de tumores sdlidos*. Entretanto, assim como os
quimioterdpicos que em maior ou menor grau acabam
por danificar outros tipos celulares que nao as células
cancerosas, esses compostos podem também alterar o
padrio de metilagdo de genes que nio estdo envolvidos
com o cAncer em questdo, causando outro problema.
Dessa forma, ¢é preciso também avaliar o custo-beneficio.
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Tabela 1. Sintese dos artigos revisados sobre metilacdo aberrante de DNA e céncer; e sintese dos artigos revisados sobre metilacdo de DNA

e inflamagdo
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CANCER
Nomero de , Genes alterados -
Autores i dividuos Tipo de estudo | Orgéo/tecido Genes estudados metilacéo aberrante
(valor de p)
Russo et 27 Coorte Pulméo/ p16, MGMT, ECAD, Hipermetilacao
al., 20057 prospectiva sangue DPAK, GSTP1, SMAD8 | DAP (= 0,001), ECAD,
p16 (= 0,001), MGMT
(= 0,004)
Dong et al., 40 Coorte Estémago HAI2 SPINT2 Hipermetilagéo
20108 retrospectiva HAI (= 0,004),
SPINT2
(< 0,001)
Kim et al., 285 Coorte Intestino MLH1, MINT1, MINT2, Hipermetilagéo
2010° prospectiva MINT31p 16N, n14ARF p16/NKéa
CACNAIG, COX2, (< 0,0001), MINT31
DAPK, MGMT, APC (< 0,004)
Sinha et al., 38 Coorte Lingua plé Hipermetilacéo
2009'° prospectiva P16 (= 0,0361)
Taghavi et 50 Coorte Eséfago plé Hipermetilagéao
al., 2010 prospectiva (< 0,001)
Torng et al., 60 Coorte Ovdrio IGFBP-3 Hipermetilacéo
2009 retrospectiva (< 0,05)
Kron et al., 232 Coorte Préstata HOXD3 Hipermetilacéo
2010 prospectiva (< 0,001)
Muggerud 854 Coorte Mama ABCB1, CDKN2A/ Hipermetilacéo
etal., retrospectiva p16Nk4a ESR1, FOXCI, ABCBI1,
2010'® GSTP1, IGF2, MGMT, FOXC1,GSTP1,
MLH1, PPP2R2B, MGMT, MLHT1,
PTEN, RASSF1A PPP2R2B, PTEN,
RASSF1A (< 0,001)
Cretnik et 30 Coorte Pele nao Patched Néo achou padréo
al., 2007 prospectiva melanoma aberrante (> 0,05)
Tanemura 122 Coorte Pele WIF1,TFPI2, RASSF1A, Hipermetilagéao
etal., retrospectiva melanoma RARh2, SOCS1, GATA4 WIF1,TFPI2,
2009 RASSF1A (< 0,005)
INFLAMACAO |
Kang et al., 268 Coorte Estémago COX-2, DAP-kinase, Hipermetilagéo
20038 retrospectiva E-cadherin, GSTP1, DAP-kinase,
MGMT, hMLH1, p14, E-cadherinp14,
p16, THBS1, TIMP3, THBS1, TIMP3
RASSF1A (< 0,05)
Roach et 16 Caso-controle Articulagéo MMP3, MMP 9, Hipometilacéo
al., 2005" MMP13, ADAMTS-4 (< 0,005)
Oliveira et 70 Caso-controle Periodonto IL8 Hipometilacéo
al., 20092° (< 0,001)
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Para o uso seguro de firmacos que atuam no epigenoma,
¢ necessdrio que as pesquisas com essa abordagem se
intensifiquem, bem como os individuos da pesquisa sejam
monitorados por um longo periodo de tempo.

Os resultados dos estudos epigenéticos nos mostram
claramente que o perfil epigenético pode ser utilizado
no diagnéstico de diversos tipos de cincer. Da mesma
forma, esse perfil pode também auxiliar no prognéstico
da doenca. Esse fato é ainda controverso, mas uma
recente pesquisa mostrou que o perfil de metilacio
pode ser uma ferramenta poderosa para a estratificagio
clinica de uma doenca, definindo assim sua biologia
e, consequentemente, seu progndstico”. Esses autores
estudaram o padrio de metilagio de 15 genes relacionados
a leucemia mieloide e puderam classificar os subtipos da
doenca baseados no perfil epigenético encontrado. Ainda,
os subtipos da doenga, classificados de acordo com o perfil
de metilagdo, prediziam maior ou menor sobrevida do
paciente. No estudo anteriormente citado (Tabela 1), foi
verificada sobrevida menor em pacientes que apresentavam
hipermetilagao no gene p16™%*, em comparagio ao perfil
dos outros genes estudados’. Outro estudo presente nessa
mesma tabela observou que a metilacao do gene HOXD3
estd relacionada 2 alta recorréncia do cincer de préstata'.

O entendimento da epigenética tornou mais claro
o mecanismo pelo qual hébitos como fumar e beber,
dieta, meio ambiente e infeccoes afetam o DNA de
células tecido-especificas e alteram o comportamento das
células desse tecido. Estudos de metilagio de DNA tém
emergido como um importante campo de pesquisa em
muitas doengas, se ndo todas, uma vez que a alteragio do
padrio de metilagio pode modificar dramaticamente a
transcri¢do génica.

Como foi visto, as pesquisas envolvendo metilacio
de DNA tm focado o estudo de genes relacionados
ao desenvolvimento do cincer. Contudo, ¢ crescente o
interesse por estudos envolvendo doengas inflamatérias e,
ultimamente, o fator envelhecimento tem sido investigado.

CONCLUSAO

Com base nos crescentes achados de alteracoes
epigenéticas em tumores, e no fato de que essas alteracoes sio
mais frequentes do que mutagoes, os estudos epigenéticos
s30 de grande importincia para o melhor entendimento do
desenvolvimento dessas doencgas, classificagdo de subtipos,
descobertas de possiveis marcadores para tumores ¢
desenvolvimento de terapias medicamentosas, uma
vez que essas alteraces sio potencialmente reversiveis,
a0 contrdrio das mutagbes genéticas. Ainda, o estudo
epigenético de doencas inflamatérias pode revelar possiveis
vias de desenvolvimento do cancer.
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Metilaggo de DNA

Abstract

Introduction: Epigenetic is defined as the study of the mutations in DNA and histones that are heritable and do not
change the sequence of DNA bases. Histone mutations may include: methylation, phosphorylation and acetylation.
However, in the DNA molecule, only methylation occurs. It consists of the addition of a methyl group to the cytosine
that usually precedes the guanine (CpG dinucleotide), and is present mainly in gene promoter regions. The DNA
methylation participates in gene transcription, among other functions. Objective: The objective of this study was
to review the literature about cancer and its association with the aberrant methylation pattern, as well as the disease
prognosis and therapeutic results. Method: A complete review of the literature was carried out through electronic search
in the Pubmed database. The time period comprehended by the study was 2000 to 2010. The articles were selected by
accessibility, excluding reviews and research conducted on cell lines and animals. Results: The articles selected revealed
that several types of cancer are associated with aberrant methylation patterns. In addition, the methylation pattern
may help in the disease prognosis. Other studies show that methylation can be modulated by environmental factors
such as diet, smoking and drugs. Conclusion: Based on the fact that epigenetic changes are potentially reversible, the
importance of the epigenetic studies lies not only in better understanding cancer, but also in discovering the potential
tumor markers and developing drug therapies.
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Resumen

Introduccién: La epigenética se define como el estudio de las modificaciones del ADN y las histonas que son heredables
y no alteran la secuencia de bases del ADN. Entre las modificaciones que las histonas pueden sufrir, encuentranse:
metilacién, fosforilacidn y acetilacién. Sin embargo, en la molécula del ADN sélo se produce la metilacién. Esta
consiste en la adicién de un grupo metilo en la citosina que generalmente precede una guanina (dinucleétido CpG), y
estd presente principalmente en las regiones promotoras de genes. La metilacién del ADN participa en la transcripcién
de genes, entre otras funciones. Objetivo: El objetivo de este estudio fue realizar una revisién de la literatura sobre
el cdncer y su asociacidn con el estdndar alterado de metilacién, asi como la asociacién con el prondstico de la
enfermedad y resultados terapéuticos. Método: Fue realizada una revisién integrativa de la literatura a través de
busqueda electrénica en la base de datos Pubmed. El periodo temporal considerado en el estudio fue desde 2000 hasta
2010. Los articulos fueron seleccionados teniendo en cuenta la accesibilidad, y excluyéndose las revisiones y estudios
con lineas celulares y animales. Resultados: Los articulos seleccionados revelaron que muchos tipos de cdncer se
asocian con estdndares aberrantes de metilacién. Ademds, el estdndar de metilacién puede ayudar en el prondstico de
la enfermedad. Otros estudios muestran que la metilacién puede ser modulada por factores ambientales como dieta,
tabaquismo y medicamentos. Conclusién: Con base en el hecho de que los cambios epigenéticos son potencialmente
reversibles, la importancia de los estudios epigenéticos no sélo reside en la mejor comprensién del cdncer, asi como en
el descubrimiento de potenciales marcadores tumorales y en el desarrollo de terapias medicamentosas.
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