Principais defeitos epigenéticos e metodologias utilizadas para sua detec¢ao

EPIGENETICA E EPIGENOMA

A epigenética é o conjunto de mudancgas reversiveis e herdaveis que alteram a
expressao de um gene sem alteracéo da sequéncia de nucleotideos (genoma funcional).
As modificacdes epigenéticas sofrem influéncia temporal, ambiental e apresentam
diferentes padrdes de heranca (FEINBERG, 2009).

A cromatina € um complexo de DNA e proteinas, principalmente histonas, que se
encontra dentro do nucleo celular nas células eucariéticas, que ajudam a "empacotar” o
DNA. A mudanca da conformacdo da cromatina altera a funcionalidade do DNA
codificado (SWEATT et al., 2012).

Mecanismos epigenéticos:

Ha trés mecanismos principais que modificam a acessibilidade da cromatina a proteinas
gque alteram a transcricdo e expressdao dos genes (TESCHENDORFF, 2015;
BRETTINGHAM; TABERLAY, 2015).

e Modificacdo das histonas: as histonas sdo proteinas que facilitam o
empacotamento do DNA constituindo os nucleossomos. As modificacdes pos
transcricionais ocorrem em residuos especificos da cauda N-terminal das
histonas (COSGROVE; BOEKE; WOLBERGER, 2004). Elas regulam as funcbes
da cromatina alterando o acesso dos fatores de transcrigcdo e ou o0 recrutamento
de proteinas especificas (BERDASCO; ESTELLER, 2010; FAKHR, 2013).

e Regulacdo dos mRNA: Os microRNAs regulam negativamente a expressao
dos genes através da degradacéao e inibicdo translacional do RNA mensageiro
(mRNA) (LU; CHANG; RICHARDSON, 2015).

e Metilacdo: é o mecanismo epigenético mais estudado e bem caracterizado. Os
padrBes de metilacdo sdo estabelecidos depois da sintese de DNA, quando as
citosinas dos dinucleotideos CpG sdo metiladas através de adi¢cdes covalentes
do grupamento metil na posicdo 5 de seus anéis pelas enzimas DNA
metiltransferases (FAKHR, 2013). A metilacdo impede a ligacdo do DNA com os
fatores de transcricdo e o recrutamento de proteinas, resultando na inibicao da
expressao génica (BIRD, 2002; FAKHR, 2013).

Fenbmenos epigenéticos:

e Imprinting: As marcas de imprinting sdo herdadas de gametas parentais e sao
mantidas nas células somaticas do individuo (EGGERMANN et al., 2015). A
expressao monoalélica de certos genes (genes que sofrem imprinting), ocorre
devido a hipermetilagdo em um dos alelos conforme a origem parental (KACEM,;
FEIL, 2009).

e Inativacdo parcial do cromossomo X: ainativagdo do X ocorre de duas formas
diferentes, de forma aleat6ria e por imprinting. A inativagdo do X paterno com
imprinting ocorre na placenta. Ja a inativacéo aleatéria do X ocorre nos embrides
femininos com os dois cromossomos tendo a mesma chance de se tornarem
inativos; esse processo ocorre independentemente em cada célula e é
coordenado pelos genes XIST e TSIX (AHN; LEE, 2008).

DOENCAS POR ALTERACOES DO IMPRIMPTING GENOMICO

As principais doencas causadas por alteracbes do imprinting estdo inclusas em um
grupo com caracteristicas clinicas parecidas, os distdrbios de imprinting (IDs). S&o
sindromes que afetam o crescimento, desenvolvimento e metabolismo, possuindo



variagdes moleculares comuns envolvendo regides de genes com imprinting. Seguem
algumas destas doencas com suas respectivas etiologias e testes utilizados para
diagndstico molecular:

Sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS): a dissomia uniparental paterna do
cromossomo 11 (upd(11pl5)pat) é responséavel por aproximadamente 20% dos casos,
ja a hipermetilacdo da regidao de controle de imprinting ICR1 do H19/IGF2 no
cromossomo 11 (11p1l5 GOM) é encontrada entre 5 e 10% dos casos. Além destas,
mutacgdes ou dele¢bes de genes com imprinting no cromossomo 11 e hipometilacdo da
regido de controle de imprinting ICR2 também sdo causas de BWS. SALSA MLPA
MEO030 BWS/RSS.

Sindrome de Silver-Russell (SRS): possui duas causas principais, a hipometilagéo da
regido de controle de imprinting ICR1 do H19/IGF2 no cromossomo 11 (11p15 LOM)
aparecendo em 40% dos casos e com 10% dos casos, a dissomia uniparntal materna
do 7 (upd(7)mat). SALSA MLPA ME030 BWS/RSS ou SALSA MLPA ME032 UPD7-
UPD14.

Sindrome de Prader-Willi (PWS): dele¢éo paterna da regido 15q11-q13 com 70% dos
casos e upd(15)mat com 30 %. Tratamento com bissulfito seguido de PCR do exon 1
do gene SNURF/SNRPN.

Sindrome de Temple: upd(14)mat em 78% dos casos. Metilagdo aberrante no gene
MEG3 em 12% e delecéo paterna dos genes MEG3 ou DLK1 em 10 % dos pacientes.
SALSA MLPA ME032 UPD7-UPD14.

Sindrome de Kagami-Ogata: upd(14)pat em 65% dos casos. Metilacdo aberrante no
gene MEG3 em 20% e delecdo materna dos genes MEG3 ou DLK1 em 15%. SALSA
MLPA ME032 UPD7-UPD14.

Pseudo-hipoparatireoidismo, tipo IB (PHP1B): mutacdes de perda de funcdo no gene
GNAS sdao responsaveis por 46.5% dos casos. Epimutacdes isoladas no GNAS estéo
presentes em 42.5% e delecbes maternas que causam metilacdo aberrante na regido
20913 estdo em 8.5% dos pacientes. SALSA MLPA MEO031 GNAS.

METODOLOGIAS PARA DETECCAO DE METILACAO DE DNA

Por meio de digestdo enzimatica: Na andlise de metilacdo de DNA, enzimas de
restricdo podem ser utilizadas e sua atividade de clivagem depende da metilacdo da
sequéncia alvo em um sitio CpG. A maioria das enzimas de restricdo sdo sensiveis a
metilagdo, como Hpall e a Hhal, em que locais CpGs metilados inativam essas enzimas.
A principal desvantagem relacionada com a utilizagdo de enzimas de restricdo é a
dependéncia da disponibilidade de sequéncias de reconhecimento especifico de
enzimas que flanqueiam o sitio CpG de interesse (VIDAKI; DANIEL; COURT, 2013).

e Southern blot de metilacdo especifica no sitio de restricdo Hpall
e MLPA

Conversdo de hissulfito: O processo de conversdo de DNA por bissulfito leva a
desaminacgdo de citosinas ndo modificadas, mas como resultado a 5-metilcitosina &
protegida; as citosinas que resistem ao tratamento de bissulfito sdo, portanto,
identificadas como metiladas (TOLLEFSBOL et al., 2011). Existem duas metodologias
principais que podem ser utilizadas apés o tratamento com bissulfito:

e Sequenciamento de gene especifico
e Metilagdo global
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