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RESUMO

Alteracbes subitas ou prolongadas no meio ambiente podem ter influéncias
deletérias na composicdo do codigo da vida, o (DNA). A epigenética € a visdo
moderna da nossa interacdo com o0 meio em que vivemos. De acordo com a
Organizagcdo Mundial de Saude, “morte subita” &€ aquela que acontece até 24 horas
desde o inicio da sintomatologia. A morte subita de causa cardiaca, definida como
uma morte natural inesperada em pessoas sem antecedentes cardiovasculares
pré-conhecidos (com caracter fatal) revela-se, em todos os estudos efetuados até o
momento, como a principal causa de morte na atividade fisica, podendo acometer
tanto recém-nascidos como adultos. Diversos genes foram identificados em
associacdo a SQTL (sindrome do QT longo — doengas genéticas que causam
arritmias cardiacas potencialmente fatais), onde 90% dos casos estéo relacionados a
mutacdes no gene responsavel pelo canal de sodio SCN5A (locus LQT3) e no gene
MTR. A metilacdo do DNA é uma alteragdo epigenética que atua na regulacédo da
expressdo génica, e pode estar relacionada com a morte subita de origem
cardiaca. Na metilagdo do DNA ocorre a adicdo de um radical metil (CHz) no
carbono 5 de citosina geralmente seguida por guanina (dinucleotideo CpG),
catalisada por enzimas DNA metiltransferases (DNMTs). Metodologias
relativamente simples permitem o conhecimento da existéncia de metilacdo no
DNA. O tratamento do DNA gen6mico com bissulfito de sédio converte as citosinas
(C) ndo metiladas em uracilas (U), mas ndo afeta as citosinas (C) metiladas,
procedendo a seguir a amplificacdo por PCR especifica para metilacdo e
sequenciamento dos produtos selecionados a partir do DNA tratado com bissulfito.
Este estudo teve como objetivos investigar diferencas nos padroes de metilagao
gue pudessem estar associados ao desenvolvimento e/ou recorréncia das doencas
cardiovasculares. Para tanto avaliou-se o padrao de metilagdo na regido promotora
dos genes SCN5A e MTR, conduzindo a metodologia de BSP (Bissulfite -
sequencing PCR) em 50 amostras de DNA obtidas de sangue periférico de 25
individuos com histéria prévia de doencas cardiovasculares e 25 individuos
saudaveis. Os nossos resultados mostraram que: 100% das 25 amostras de
individuos saudaveis ndo apresentaram metilagdo na regido promotora, 100% das
25 amostras de individuos cardiopatas apresentaram metilacdo na regido
promotora, com 68% dessas amostras metiladas no gene MTR. No conjunto, 0s
resultados obtidos sugerem que as alteracbes epigenéticas podem ser
consideradas fatores de risco para doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: Morte Subita Cardiaca. Metilacdo do DNA. Autopsia Molecular.
Homocisteina. Epigenética.



ABSTRACT

Prolonged or sudden changes in the environment may have deleterious influences
on the content of the code of life, the (DNA). Epigenetics is the modern view of our
interaction with the environment in which we live. According to the World Health
Organization, "sudden death" is that which happens within 24 hours from the onset
of symptoms. Sudden death from cardiac causes, defined as an unexpected natural
death in people without cardiovascular history foreknown (with fatal character)
shows up in all studies performed to date, as the leading cause of death in physical
activity can affect both newborns and adults. Several genes have been identified in
association with LQTS (long QT syndrome - genetic diseases that cause potentially
fatal cardiac arrhythmias), where 90% of cases are related to mutations in the gene
responsible for the sodium channel SCN5A (LQT3 locus) and the MTR gene. DNA
methylation is an epigenetic modification that acts in the regulation of gene
expression, and may be related to sudden cardiac death. DNA methylation occurs
on the addition of a methyl group (CH3) carbon-5 of cytosine generally followed by
guanine (CpG dinucleotide), enzyme catalyzed DNA methyltransferases (DNMTS).
Methodologies allow relatively simple knowledge of the existence of DNA
methylation. The treatment of genomic DNA with sodium bisulfite converts cytosine
(C) at uracilas unmethylated (U), but does not affect cytosines (C) methylated by
making Following amplification by methylation specific PCR and sequencing of the
products selected from DNA treated with bisulfite. This study aimed to investigate
differences in methylation patterns that could be associated with the development
and / or recurrence of cardiovascular diseases. Therefore we assessed the pattern
of methylation in the promoter region of genes SCN5A and MTR, leading to BSP
methodology (Bissulfite - sequencing PCR) in 50 DNA samples obtained from
peripheral blood of 25 individuals with a history of cardiovascular disease and 25
individuals healthy. Our results showed that 100% of 25 samples from healthy
individuals did not show methylation in the promoter region, 25% of the 100
samples from individuals with heart disease showed methylation in the promoter
region, with 68% of samples methylated gene in MTR. Overall, the results suggest
that epigenetic changes can be considered risk factors for cardiovascular disease.

Keywords: Sudden Cardiac Death. DNA methylation. Molecular autopsy.
Homocysteine, Epigenetics.
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1. INTRODUCAO
1.1 Morte Subita Cardiaca

Nos préximos anos, as doencas cardiovasculares (DCV) seréo as principais
causas de morte em todo mundo, tendo papel indiscutivel na morbidade e
mortalidade do mundo ocidental, tanto nos paises desenvolvidos como naqueles
em desenvolvimento. A cardiopatia isquémica e o acidente vascular cerebral séo e
serdo, de acordo com as proje¢cbes para o ano 2020, as principais causas de
morte. Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, que estdo despreparados
frente ao aumento dos fatores de risco, sera de fundamental importancia a
prevencao primaria (MANSUR et al., 2001).

A partir de dados obtidos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) e do Sistema de Informa¢&do em Mortalidade do Ministério da Saude (Banco
de Dados do Sistema Unico de Satde — Datasus), estudando homens e mulheres
com doenca circulatoria e idade igual ou acima de 30 anos, foi possivel observar
no periodo de 1979 a 1996, que o coeficiente médio de mortes em mulheres foi de
439,58/100 mil habitantes por ano (MANSUR et al., 2001).

E fato, que a mulher na menopausa, apresenta maior risco em relagéo a
DCV, atribuindo-se a reducdo gradual ou abrupta dos estrogénios. A deficiéncia
estrogénica se associa com alteracdes significativas no metabolismo lipoproteico,
ocorrendo aumento importante nas concentracdes de colesterol sérico nos anos
gue se seguem a menopausa. Prevenir ou reduzir este aumento do colesterol esta
associado a uma reducao no risco para doencas cardiovasculares (EGGER et
al.,2004).

Uma importante consequéncia nesta populacdo de pacientes com doenca
arterial coronaria e insuficiéncia cardiaca sera o aumento na incidéncia de morte
subita. Como resultado, a morte subita cardiaca (MSC) ter4 que ser confrontada
como um problema mundial compartilhado e indiscriminado.

Morte subita cardiaca (MSC) é causada pela perda da funcdo cardiaca
conceituada como a morte que ocorre em no maximo uma hora apoés o inicio dos
sintomas, geralmente em poucos minutos, ndo decorrente de trauma ou violéncia

podendo acometer desde recém-nascidos até adultos (KERR et al., 2009).
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Apesar dos avancos atuais na ciéncia de ressuscitacdo, a sobrevivéncia a
Parada Subita Cardiaca (PSC) permanece baixa mesmo em paises desenvolvidos
(EGGER et al.,2004).

No fim do século 20, a consciéncia desta importante deficiéncia focou um
interesse consideravel nos mecanismos de MSC. A despeito do novo enfoque, 0
atraso significante no desenvolvimento de medidas efetivas de estratificacdo de
risco e prevencdo de MSC pode ser atribuido diretamente ao pobre entendimento
dos mecanismos envolvidos na arritmogénese fatal, particularmente em nivel
amplo da comunidade (MANSUR et al., 2001).

1.1.1 Significado atual da morte cardiaca subita na comunidade

O primeiro estagio do processo de confrontamento de qualquer condicdo de
doenca da comunidade € acessar a magnitude do problema. Por muitas razdes,
isto é dificil de cumprir no caso de MSC. Primeiro, se ndo testemunhada, os
individuos devem ter sido observados vivos 24 horas antes da morte. Além disso,
guando possivel, é importante excluir individuos com probabilidade de ter uma
causa ndo cardiaca de morte subita, tal como pacientes que possam ter tido uma
embolia pulmonar extensa que levou a parada cardiaca ou os que sofrem de
doenca maligna conhecida que ndo estd em remissdo. Em segundo lugar, uma
estimativa acurada da incidéncia de MSC requer um estudo prospectivo de casos
determinados. Os estudos retrospectivos que utilizaram uma metodologia baseada
na certiddo de Obito como identificagdo dos casos de MSC provavelmente
superestimaram significativamente a incidéncia de MSC em até 200-300%
(MANSUR et al., 2001).

1.1.2 Espectro de etiologias de morte cardiaca subita

Mutacbes nos genes codificadores dos canais ibnicos cardiacos podem
perturbar o delicado equilibrio de correntes ibnicas que regulam a acao potencial e
causar arritmias com risco de vida sem que se apresentem defeitos na estrutura

cardiaca. As doencas causadas por anormalidades genéticas que interrompem o
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componente elétrico da funcdo cardiaca sdo chamadas de “canalopatias”
(CERRONE & PRIORI, 2011).
GIROLDO (2007) descreve as patologias cardiacas mais citadas na

literatura como causas de morte subita em adultos (Tabela 1):

Tabela 1 - Causas mais frequentes de MSC em adultos

Doencas Cardiovasculares

Coronariopatia
Cardiomiopatia Hipertréfica
Cardiomiopatia ventricular direita
Cardiomiopatia dilatada
Miocardite Linfocitica
Prolapso de Valva Mitral
Estenose de Valva Adrtica
Anormalidade cardiaca congénita
Sindrome do QT longo
Sindrome de Brugada
Sindrome do QT curto

Taquicardia Ventricular

O achado clinico mais comum associado com MSC é a doenca arterial
coronaria e aproximadamente 80% dos casos de morte subita cardiaca séo
atribuidos a esta condicdo. Outros 10-15% ocorrem em pacientes que tém
miocardiopatia, tais como miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia dilatada,
displasia arritmogénica do ventriculo direito e doencas infiltrativas do miocardio
(sarcoidose, amiloidose). Os 5-10% restantes sdo compostos tanto de condicbes
relacionadas a coragbes com alteracdes estruturais congénitas (anomalias de
coronarias, doencas cianoéticas/ ndo cianoéticas) como pacientes com coragdo
estruturalmente normal, mas com anormalidades elétricas. Além das doencas
genéticas relativamente raras, tais como, sindrome do QT longo, sindrome de
Brugada e taquicardia ventricular catecolaminérgica polimérfica, os pacientes com

MSC autdpsia-negativa (sem anormalidades genéticas identificadas) podem
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compreender uma maior parte deste subgrupo do que o antecipado previamente
(GIROLDO et al., 2007).

A despeito do amplo espectro de condi¢des etioldgicas, a grande maioria
dos casos de morte subita cardiaca resultam de uma arritmia fatal, tanto
taquicardia/fibrilacdo ventricular ou bradicardia severa /atividade elétrica sem pulso
(OKRAINEC et al., 2004).

E reconhecido que defeitos nos genes dos canais idnicos causam distarbios
no ritmo do miécito, anormalidades no eletrocardiograma (ECG) e um risco de
morte subita como a manifestacdo clinica mais severa, mas nenhuma
anormalidade morfolégica no coracdo (MANSUR et al., 2002).

Ha uma lista crescente de arritmias hereditarias e doencas congénitas
causadas por mutacdes em genes gque codificam proteinas de canais ibnicos com
defeito, como as que regem o transito na membrana celular dos ions sédio e
potdssio. Estes distirbios em canais i6nicos incluem sindrome do QT longo,
sindrome do QT curto, sindrome de Brugada e taquicardia ventricular (OKRAINEC
et al., 2004).

Sindrome da morte subita noturna inexplicada em jovens do Sudeste da
Asia e a Sindrome de Brugada sdo baseados em quadro clinico e perfis genéticos
semelhantes. Uma pequena proporcéao (5-10%) de mortes subitas infantis também
pode estar ligada a canalopatias (LIEVERS et al., 2003).

O processo de repolarizagdo ventricular € extremamente importante e bem
definido; evidéncias epidemioldgicas mostram que um processo perturbado de
repolarizacdo medido como prolongamento do intervalo QT estd associado a
eventos cardiacos adversos e um aumento da mortalidade (PIMENTA DE
FRANCA, 2008).

Esta repolarizacdo anormal ocorre geralmente sem consequéncias, mas em
situacdes inesperadas ou de esforco fisico como pratica de esportes, forte emocéao
ou estimulos auditivos como o causado por um sinal de despertador que pode
gerar uma corrente elétrica cardiaca fora do controle e consequentemente, uma

potencial disritmia, colocando a vida em risco (MANSUR et al., 2001).
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1.2 Analise genética pés-morte (autépsia molecular)

Em muitos dos casos a causa de morte pode ser estabelecida devido a
anormalidades cardiacas evidentes na autopsia. Porém, a MSC ndao
necessariamente causa anormalidades estruturais no coragcdo e, portanto, um
namero significante, particularmente em pessoas jovens, a morte permanece
inexplicada, apds uma investigagcdo medico-legal abrangente incluindo autépsia e
analises laboratoriais. Talvez, o principal desafio na pratica da patologia forense
seja identificar a causa de morte, principalmente em pessoas saudaveis e jovens
gue morrem de forma rapida e inesperada (CARRACEDO et al., 2010).

Na rotina de patologia forense, 50% das mortes sé&o consideradas naturais,
5 a 10% séo consideradas inexplicaveis apds a autopsia geral e 1 a 5% sao
negativas apds a autépsia completa e andlises laboratoriais (CARRACEDO et al.,
2010). O trabalho de PURANIK e colaboradores (2005) comenta que grande parte
de mortes subitas envolvendo criancas e jovens adultos ndo apresenta
anormalidades morfolégicas identificaveis na autopsia, sendo a MSC rotulada
como Morte Subita Inexplicavel (MSI).

Canalopatias potencialmente letais ndo deixam nenhuma evidéncia para
serem encontradas mesmo em autépsia médico-legal abrangente, onde os
patologistas forenses acreditam que uma arritmia fatal pode ser responsavel pela
MSI (GIROLDO et al, 2007). No entanto, uma andlise genética pds-morte ou
autopsia molecular como também é conhecida atualmente, pode potencialmente
substanciar a base patogénica para a MSI (CHUGH et al., 2004).

As causas da MSC diferem conforme a idade. Na populagcédo adulta a causa
de maior frequéncia é a coronariopatia (MANSUR et al., 2001), em individuos com
idade inferior a 35 anos, muitas etiologias tém sido mostradas por contribuirem
com este problema sendo a maioria de natureza néo isquémica (BEAULOYE et al.,
2007). Em criancas com até 1 ano de idade, a principal causa € a Sindrome da
Morte Sudbita Infantil (SMSI), onde a causa da morte permanece sem explicacdo
apos analise minuciosa pés-morte. Em criancas com mais de 1 ano e
adolescentes, cardiomiopatia hipertréfica e anomalias congénitas da coronaria sédo

causas frequentes de arritmias letais (GIROLDO et al., 2007).
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Causas néo isquémicas de MSC sao de grande importancia porque muitas
vezes incluem doencas genéticas (GIROLDO et al., 2007), especialmente em
jovens. E importante ressaltar que estas MSCs apresentam um desafio diagndstico
para os patologistas, pois podem deparar-se com achados minimos ou até mesmo
com um coracdo morfologicamente normal. O diagndéstico de cardiomiopatias pode
ser dificil em virtude da sua variacdo na expressdo fenotipica e no caso de
anormalidades arritmogénicas, ndo ha descobertas estruturais para ajudar no
diagnéstico (ACKERMAN et al., 2001).

Alguns estudos em grandes populacdes demonstraram que um historico de
MSC familiar € um fator de risco significativo, portanto, pode haver ou ndo uma
predisposicao conforme o fator genético (DOLINSKY & PEREIRA, 2007).

O diagnéstico das causas genéticas de morte subita é importante também,
pois parentes proximos podem estar em risco potencial de apresentarem uma
doenca cardiaca fatal. Uma investigacdo pds-morte € vital para determinar a causa
da morte e oferece a oportunidade de avaliar o risco potencial para a familia e
aconselhamento genético adequado. A avaliacdo efetiva dos parentes por testes
genéticos pode, portanto, evitar novas mortes deste tipo na familia (CARRACEDO
et al., 2010).

1.3 Prevencao das Doencas Cardiacas

Entre as estratégias de prevengcdo primaria das DCV (Doencas
Cardiovasculares) destacam-se as mudancas no estilo de vida, entre elas a
reducdo na ingestdo de gordura saturada, controle do peso corporal e pratica de
atividade fisica. Estas mudancas sédo enfatizadas em todos os niveis de risco
(baixo, médio e alto). Prevenir ou reduzir este aumento do colesterol esta
associado a uma reducao no risco para doencas cardiovasculares (MANSUR et al.,
2001).

Recentemente tem-se reconhecido outro fator de risco metabdlico para
doenca vascular, a hiperhomocisteinemia. Elevado nivel de homocisteina (HMC)

plasmatica representa também um fator de risco, independente de outros fatores,
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apresentando um efeito potencializador quando associado a hipertensdo, ao
tabagismo e ao diabetes mellitus. (STOVER & CAUDILLI, 2008).

As vérias formas de hiperhomocisteinemia sdo causadas por defeito(s)
genético(s) ou ndo geneéticos(s), ou pela combinacdo de ambos os fatores (ver
Tabela 2).

Os niveis plasmaticos normais de homocisteina sdo controlados pela
conversdo enzimética da homocisteina em metionina ou em cistationina. Estas
reacoes sdo dependentes de sistemas enzimaticos especificos e que necessitam
das vitaminas que atuam como coenzimas: vitaminas B12, B6, e acido félico
(AYDIN et al., 2009).

A suplementacdo com acido félico e vitaminas B6 e B12, reduzem os niveis

de homocisteina pelo aumento da fungdo enzimatica.

Tabela 2 — Etiologia da hiperhomocisteinemia genética e ndo genética

FONTE: CASTRO, 2006

Niveis séricos elevados de homocisteina estdo associados a defeitos
congénitos do tubo neural, como também, defeitos congénitos do coragéo, abortos,

e outras complicacdes da gravidez (CASTRO et al., 2006).
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Além disso, outras observacoes realizadas mostram que os altos niveis de
homocisteina estdo associados com aterosclerose, coagulacédo e doenca vascular
no individuo adulto (MANSUR et al., 2002).

BENNOUAR e colaboradores (2007) detectaram hiperhomocisteinemia em
42% dos pacientes com doenca cerebrovascular, 28% com doenca vascular

periférica e 30% com doenca vascular coronariana.

1.4 Homocisteina

A homocisteina (HMC) é um aminoacido com grupo SH (grupo sulfidrilo),
formado exclusivamente a partir da metionina proveniente da dieta alimentar ou do
catabolismo deste mesmo aminoacido (BEAULOYE et al., 2007). Em 1960, a HMC
assume relevancia clinica com a descricdo de uma perturbacdo metabdlica rara no
metabolismo da Metionina — a homocistinaria (niveis elevados de HMC no plasma
e na urina). Contudo, foi em 1969 que McCully estabeleceu, pela primeira vez, a
relacdo entre HMC e doenca vascular ao observar, post-mortem, artérias com
graves lesdes ateroscleroticas em pacientes com indices de HMC severa. Os
niveis plasmaticos de HMC considerados normais estdo compreendidos entre 5 e
15 pyM; valores superiores conduzem ao estado de hiperhomocisteinemia (hHMC).
A hHMC classifica-se em moderada, intermédia ou severa dependendo dos valores
acumulados de HMC se encontram entre 16 - 30, 31-100 ou >100 uM,
respectivamente (STOVER & CAUDILLI, 2008).

A producgdo de HMC inicia-se através de uma reagdo de transmetilacdo, na
qual o aminoacido essencial metionina € convertido num composto altamente
energético, S-adenosilmetionina (SAM) (Figura 1). A formacao de SAM é catalisada
pela enzima metionina adenosil-transferase (MAT), com gasto de uma molécula de
ATP. SAM é o dador universal de grupos metil na célula, transferindo-a, por agéo
de metiltransferases, para inUmeros substratos (incluindo DNA e proteinas) e
resultando na formacdo de S-adenosil-homocisteina (SAH). A SAH é entédo
hidrolisada pela enzima SAH hidrolase, resultando na formag&o de adenosina e
HMC (VAN DEN VEYVER, 2002).
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O metabolismo da HMC compreende duas vias alternativas: a via da

transsulfuracdo e a via da remetilacéo.

Figura 1 - Metabolismo da Homocisteina

Fonte: VAN DEN VEYVER, 2002

I. Via de transulfuracéo

A HMC é irreversivelmente metabolizada pela via da transulfuracdo (Figura
1). Esta via ocorre essencialmente no figado e rim e inicia-se com a condensacao
da HMC com uma serina, formando cistationina, numa reacdo catalisada pela
cistationina B-sintase (CBS). A cistationina € posteriormente clivada em cisteina
(Cys) e a-oxobutirato pela y-cistationase (VAN DEN VEYVER, 2002).
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II. Via de Remetilacao

Alternativamente, a metionina (Met) na HMC pode ser remetilada através da
via da remetilacdo, utilizando o 5-metil-tetra-hidrofolato (5-MTHF) ou a betaina
como doadores de grupos metil, esta remetilacdo pode ser dependente ou
independente de folato, respectivamente (Figura 1). Na via de remetilacdo
dependente de folato a enzima metionina sintase (MS) utiliza a vitamina B como
co-factor para catalisar a transferéncia do grupo metil do 5-MTHF para a HMC
formando-se metionina e tetra-hidrofolato (THF). Nesta via, o metabolismo da HMC
encontra-se diretamente associado ao ciclo do folato. A enzima MS é a unica fonte
de producdo de THF e este pode ser ainda convertido em 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-MeTHF) pela serina hidroxi-metiltransferase (SHMT),
gue recorre a vitamina B6 como co-factor, o qual € posteriormente reduzido a 5-
MTHF pela enzima 5,10-metileno-tretrahidrofolato redutase (MTHFR) e vitamina B2
(VAN DEN VEYVER, 2002).

A via de remetilacdo independente de folato utiliza a enzima betaina-
homocisteina metiltransferase (BHMT) para catalisar a transferéncia do grupo metil
da betaina (intermediario da oxidacdo da colina) para a HMC formando-se
metionina e dimetilglicina. A enzima BHMT é expressa principalmente no rim e
figado, ao contrario da MS que € expressa em praticamente todas as células (VAN
DEN VEYVER, 2002).

1.4.1 Efeitos na HMC

Mais recentemente surgiu a hipétese de que a Hiperhomocisteinémia
(hHMC) pode induzir alteracdes epigenéticas responsaveis pelo aparecimento da
disfuncéao endotelial. A disfuncdo endotelial € atualmente considerada como passo
chave no desenvolvimento do processo aterosclerético. Quando o endotélio perde
a capacidade de manter a homeostase vascular, instalam-se as condi¢des
apropriadas para este ser invadido por lipidos e leucécitos; a resposta inflamatéria
€ incitada e surgem estrias lipidicas, o primeiro passo na formacdo da

aterosclerose. Se a situacdo persistir, as estrias lipidicas progridem e a placa fica

23



exposta a ruptura, predispondo o endotélio a ocorréncia de trombogénese e
ocluséo vascular (REVILLA et al., 2009).

Vérios estudos, de longo prazo, demonstraram que os individuos com HMC
elevada apresentavam um risco 3 a 4 vezes maior para infarto agudo do miocardio,
comparativamente com aqueles que apresentavam niveis normais. Outros
cientistas demonstraram que até 40% dos pacientes com histéria de acidente
vascular cerebral e/ou doencas cardiovasculares, exibem concentracdes elevadas
de HMC no sangue (EGGER et al., 2004).

1.4.2 Fatores nutricionais

As causas mais frequentes da HMC média e da HMC moderada séo as
deficiéncias em vitaminas, que sdo necessarias ao metabolismo da HMC, enquanto
co-factores. Na verdade, as concentracdes plasméticas de HMC revelam uma
correlacdo inversa com as concentracfdes plasméticas de vitamina B12 e de folatos
(CIACCIO et al.,, 2008). A associagdo mais consistente foi observada em casos
cujas concentracbes de folatos, no plasma, eram inferiores ao normal
(BALLANTYNE et al., 2001) .

1.4.3 Idade

As concentracdes plasmaticas de HMC aumentam progressivamente ao
longo da vida, quase duplicando, desde a infancia até a velhice (BJORKE &
UELAND, 2006). O declinio da funcdo renal e uma ingestdo inadequada de
vitaminas, poderdo estar associados ao aumento da concentracdo de HMC na
terceira idade (CASTRO et al., 2006) e estima-se que, cerca de 55% dos idosos
apresentam uma deficiéncia em, pelo menos, uma das trés vitaminas envolvidas no
metabolismo da HMC (KERR et al., 2009).

1.4.4 Sexo

Um elevado numero de estudos populacionais, estabeleceu

inequivocamente, a associacdo entre concentragbes de HMC elevadas em
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individuos do sexo masculino (BATES et al., 2002), sugerindo que, os fatores que
conferem um elevado risco de HMC diferem entre homens e mulheres.

Na tentativa de explicar este fenOmeno foram realizados estudos que
sugeriram que os estrogénios diminuiam as concentracdes plasmaticas de HMC
(BATES et al., 2002). Véarios estudos propuseram que 0S estrogénios
comprometeriam o catabolismo da metionina e, consequentemente, influenciariam
as concentra¢des de HMC; todavia, ndo € conhecido 0 mecanismo preciso através
do qual os estrogénios poderédo afetar o metabolismo da HMC (WATERLAND,
2006). Outros autores sugeriram também, que as velocidades de remetilacdo e
transmetilacdo seriam superiores em mulheres na fase de pré-menopausa, quando
comparadas com as dos homens. Provavelmente este fenbmeno seria ocasionado
por diferencas na atividade das enzimas (MS e BHMT) entre os dois sexos
(CASTRO et al., 2006).

1.5 Epigenética

Epigenoma é o resultado da interacdo entre o genoma e 0 ambiente,
representado na estrutura da cromatina e no padrdao de metilacdo do DNA
(ROTHSTEIN et al., 2009). Epigenética, por sua vez, representa mudancas na
expressao génica possiveis de serem herdadas na meiose e mitose, que néo sao
codificadas pela seqiiéncia de nucleotideos do DNA (ADCOCK et al., 2007).

E uma area da genética que estuda alteragcdes na funcdo génica que nao
estdo relacionadas a alteragfes na sequéncia priméaria do DNA, o que permite que
células com o mesmo genoma, tenham fendtipos distintos, podendo ser
transmitidas hereditariamente no genoma durante a divisao celular (BIRD, 2002).

O atual desenvolvimento tecnologico possibilitou o sequenciamento do
genoma humano e de varios genomas. Entretanto, apenas o conhecimento da
sequéncia de bases do DNA nado basta para responder as varias questdes
existentes. Os processos epigenéticos diferentemente da genética, na qual ha a
transmissdo de informacbes com base em sequéncias de genes (JONES &

LAIRD,1999), sdo dinamicos e fortemente influenciados pelo ambiente e pela
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exposicao a fatores externos como dieta, condi¢cdes de vida, exercicio, estresse,
substancias quimicas, drogas e toxinas.

As alteracdes epigenéticas sdo herdaveis e reversiveis, afetando a
conformacao espacial do DNA e sua atividade transcricional, garantindo, dessa
forma, a manutencdo da estabilidade e integridade do DNA. Tal processo leva a
alteracdo do fenotipo sem alteracdo na sequéncia de bases do DNA, podendo
gerar formas diversificadas de expressdo, resultando em diferentes fenotipos
(SZYF, 2003). As alteracbes epigenéticas ocorrem durante o desenvolvimento do
organismo, sendo reproduzidas durante a replicacédo do DNA (VERCELLI, 2004).

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 variacao da sequéncia de DNA (JONES & LAIRD, 1999). Os
mecanismos epigenéticos regulam muitos processos celulares direta ou
indiretamente e sdo processos criticos na resposta celular ao ambiente e estimulos
endogenos (JONES & LAIRD, 1999). Dependendo da area em que o estudo &
realizado, o fator ambiental pode ter diferentes significados. Para psicologos e
socidlogos, é a conjuncdo da interacdo entre grupos sociais, dindmica 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 agua. Assim, 0 ambiente como um todo é capaz de alterar a
expressao de genes e mudar o fenétipo (JONES & LAIRD, 1999).

Existem varios mecanismos epigenéticos conhecidos e, entre eles, as
mudancas na conformacdo da cromatina, as modificacbes de histonas e a
metilacdo do DNA.

A regulacdo da expressdo génica por mecanismos epigenéticos € um
processo dinamico, sendo que 0 seu status pode ser mudado, regulando a
transcricdo génica em conjunto com fatores de transcricdo (VERCELLI, 2004).
Assim, a metilagdo do DNA, algumas formas metiladas de histonas e a
condensacdo da cromatina estdo associadas a inacessibilidade ao DNA e sua
consequente repressao ou silenciamento (CHO et al., 2004). Por sua vez, o DNA

nao metilado, formas acetiladas de histonas e cromatina aberta estdo geralmente
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associados com a ativacdo ou expressdo de determinado gene. Esses fatores
afetam a transcricdo génica, provocando mudancas no fendtipo, sem as
correspondentes alteracdes de gendtipo (VERCELLI, 2004).

Apesar de ser potencialmente hereditario, diferentemente da informacgéo
codificada pelas sequéncias de nucleotideos, o codigo epigénico pode ser
modificado ao longo da vida da célula permitindo que alteracdes ocorram
(FITZPATRICK & WILSON, 2003). Alteracbes epigénicas estdo associadas a

diversas doencas.

1.5.1 Metilagédo do DNA

A metilacdo do DNA é uma alteracdo epigenética que ocorre pela adicédo
covalente de um grupo metil (CH3), no carbono 5 do anel de citosina, resultando
em uma 5-metilcitosina (5-mC) (BIRD, 2002), como se pode observar na Figura 2.
Porém, a maioria das citosinas presentes no genoma ndo esta metilada. Esse
processo ndo afeta a sequéncia primaria de bases do DNA, mas resulta em uma

alteracdo conformacional do mesmo (GEHRING et al., 2009).

Figura 2 - Incorporacéo do grupo CHs, no carbono 5 da citosina gerando a 5-metilcitosina,

sendo este processo catalisado pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTS)

citosina S-metilcitosina
NH; NH,
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Fonte: LAIRD, 2006
A metilacdo do DNA pode interferir na expressao génica de pelo menos trés

formas: 1) afetando diretamente a adesdo de ativadores ou repressores da
transcricdo; 2) inibindo a transcricdo através de proteinas de adesdo a citosina
metilada, que se liga especificamente ao DNA metilado; 3) alterando a estrutura da
cromatina, influenciando na acessibilidade ao gene (ARMENANTE et al., 1999).
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O processo de metilacdo € catalisado por uma familia de enzimas,
denominada DNA-metiltransferases (DNMT), que transferem um grupamento metil
para o carbono 5 do anel da citosina, utilizando como doador de metil, a S-
adenosilmetionina (SAM). A DNMT catalisa a transferéncia do grupo metil do SAM
para o DNA resultando em um DNA metilado e em uma S-adenosilhomocisteina
(SAH), produto da SAM sem o metil (VAN DEN VEYVER, 2002).

Para que ocorra o processo de metilagdo é necessario que a citosina esteja
na sequencia 5' — CG - 3', conhecida como dinucleotideo CpG, embora Imamura e
colaboradores (2005) observaram metilacbes em citosinas que ndo estavam
presentes em sitios CpGs.

Conforme Miranda & Jones (2007), as sequéncias metiladas dentro do
genoma podem ser classificadas em dois grupos diferentes: regides pobres em
CpGs e llhas CpGs. Uma ilha CpG (CG ou CpG, onde p representa 0 grupo
fosfato) é definida como uma regido de DNA, maior que 200pb, com um contetdo
de GC acima de 0,5 e a razdo da frequéncia entre o observado e o0 esperado de
CpG (ob/esp) maior que 0,6 (LAIRD, 2003). Estima-se que o genoma humano
apresenta aproximadamente 29.000 ilhas CpG (BIRD, 2002) e 50-60% destas ilhas
estdo localizadas proximas a regido promotora de genes ativos podendo também
se estender para dentro do primeiro éxon (LAIRD, 2003).

A importancia funcional das ilhas CpG dentro dos promotores esta
associada com a represséao transcricional dos genes (LONG & CAl, 2007). Quando
ndo metilada, os fatores de transcricdo tém livre acesso aos seus sitios de ligagédo
na regido promotora, ocorrendo assim a transcricdo do gene. A Figura 3

esquematiza a regido promotora do gene, as ilhas CpG e os fatores de transcricao.
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Figura3- Regido promotora do gene e suas ilhas CpG (A). Regido promotora do gene com

os fatores de transcricao ligados ao mesmo (B)
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Fonte: LONG, 2007

A metilacdo das ilhas CpG das regifes promotoras esta relacionada com a
regulacdo da expressdo génica por impedir a ligacdo de elementos fundamentais
ou fatores de transcricdo na cadeia de DNA. Portanto, a metilacdo do DNA impede
a transcricdo do gene e caracteriza-se como um mecanismo regulatério da
expressao génica, como se pode observar na Figura 4 (LONG & CAl, 2007).

A interferéncia na ligacdo dos fatores de transcricdo aos seus sitios de
reconhecimento na regido promotora e a ligacdo de repressores especificos de
transcricdo ao DNA metilado como, por exemplo, as MBP (Methyl binding proteins)
e as proteinas da familia MBD (proteinas ligadoras de dominio metil), impedem a
ligacdo de fatores transcricionais (ROBERTSON, 2005). A Figura 4 esquematiza a
regido promotora do gene e as ilhas CpG em uma situagdo metilada do DNA, com
o impedimento da ligacdo dos fatores de transcricAo e com a consequente

inativacéo do gene.
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Figura 4 - Regido promotora do gene e suas ilhas CpG (A). A metilacdo do DNA impede a
transcricdo do gene (B). Regido promotora do gene com 0S repressores

especificos ligados ao mesmo (C) impedindo a ligacdo de fatores transcricionais
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Fonte: ROBERTSON, 2005

Existem evidéncias mostrando que algumas doencas humanas podem estar
associadas a alteracbes no padrdo de metilagdo, afetando diferentes tecidos
corporais, como em doencas neurodegenerativas, autoimune, cardiovasculares,
entre outras (PLASS, 2002).

1.6 Métodos para avaliacdo de padrdes de metilacdo no DNA

As primeiras andlises da metilacdo do DNA em loci especificos génicos so
foram possiveis com o advento das enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo em
conjunto com a analise por “Southern blotting”. No entanto, o estudo da metilacédo
do DNA obteve um grande avangco com a conversao das bases do DNA pelo
bissulfito de sédio (LAIRD, 2003).

Na década de 1970, descobriu-se que o bissulfito de so6dio mediava a
deaminacédo de citosina. Esta substancia promove a deaminacédo de citosinas nao

metiladas, transformando-as em uracilas. Por outro lado, as citosinas metiladas
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permanecem como citosinas, pois 0 grupamento metil protege contra a reacéo de
deaminacédo (COSTELLO & PLASS, 2001).

A digestdo com as enzimas de restricdo foi usada em técnicas que visam
uma analise global de metilagdo do DNA no genoma, como RLGS “restriction
landmark genomic scanning”, MCA “methylated CpG island amplification”, DMH
“differential methylation hybridization” e MS-APPCR “methylation-sensitive
arbitrarily primed PCR” (LAIRD, 2003).

A conversdo do DNA genbmico pelo bissulfito de sddio € utilizada em um
grande numero de técnicas para a analise da metilagdo do DNA: MSP “methylation
specific-PCR”, MS-SNuPE “methylation-sensitive single nucleotide primer
extension”, COBRA “combined bisulphite restriction analysis” ,além do BSP
“bissulfite-sequencing PCR” (LAIRD, 2003).

Associando a utilizag&o do bissulfito de sodio a PCR, surgiu a PCR sensivel
a metilacédo (“Methylation sensitive PCR” - MSP) que consiste na utilizagéo de dois
pares de “primers” especificos para DNA metilado ou n&o, que irdo se
complementar conforme o padrdo de metilacdo da amostra, permitindo a detec¢éo
de DNA metilado ou desmetilado (WANG et al., 1995).

Além disso, existe a possibilidade de associacdo do tratamento com o
bissulfito de sédio a PCR e sequenciamento, onde € possivel verificar cada CG
susceptivel a metilacdo do “amplicon” gerado, tornando essa metodologia mais

precisa na avaliacdo do padrao de metilacdo de DNA (LONG & CAl, 2007).

1.7 Metilacéao e Nutrientes

Os componentes dos alimentos tem a capacidade de influenciar a metilagéo
do DNA em pelo menos trés vias diferentes (ROSS, 2007). Primeiro, a dieta €
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 metiltransferase (DNMT). Finalmente, o padrao de metilagéo do

DNA pode influenciar na resposta aos nutrientes por meio de regulacéo de genes
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(ativando ou silenciando) que influenciam na absorcdo ou alteram o sitio de agéo
para os componentes bioativos da dieta (ROSS, 2007).

Para manter a metilagcdo apropriada do DNA pela DNMT e SAM, observou-
se que as vitaminas B2, B6 e B12 sao requeridas para a metilacdo do DNA
funcional induzidas pela SAM a partir da metionina. Assim, os individuos com
excesso ou deplecdo de metionina seriam candidatos aos protocolos terapéuticos
de intervencao dietética, para a restauracdo dos padrbes especificos de metilacdo
do DNA (WATERLAND, 2006).

1.8 Selecédo dos genes

1.8.1 SCN5A

O gene SCNB5A pertence a uma familia de genes chamados SCN (canais de
sédio), o qual estd associado com varios distarbios de conducéo, entre eles da
morte sUbita infantil e sindrome de QT longo. Estes canais transportam atomos
carregados positivamente de sédio (ions de sédio) em células, que desempenham
um papel-chave na capacidade de gerar e transmitir sinais elétricos. Ao alterar as
propriedades elétricas destas células, os canais de so6dio desempenham um papel
importante na sinalizacdo do inicio de cada batimento cardiaco, a coordenacado das
contracdes das camaras superior e inferior do coracdo, e manutencdo de um ritmo
cardiaco normal. O gene SCN5A esta localizado no cromossomo 3, a partir dos
pares de base 38,589,552 até o par de base 38,691, 163 (ACKERMAN et al.,
2001).

1.8.2 MTR

O gene 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferase (MTR) codifica
a enzima metionina sintetase. Esta enzima desempenha um papel importante no
processamento de aminoacidos. Especificamente, a metionina sintetase realiza
uma reacdo quimica que converte o0 aminoacido homocisteina para outro
aminoécido chamado metionina. O organismo humano usa metionina para produzir
proteinas e outros compostos importantes. Para funcionar adequadamente, a

metionina sintetase requer metilcobalamina (uma forma de vitamina B12) e outra
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enzima chamada redutase metionina sintetase, que é produzido a partir do
gene MTRR (WATKINS et al., 2002).

Embora seja pouco conhecida a variagéo da atividade da enzima metionina
sintetase, existe uma hipétese de que a metilacdo neste gene possa elevar os
niveis de homocisteina no plasma, aumentando o risco de doencas
cardiovasculares. O gene MTR esta localizado no cromossomo 1, a partir dos
pares de base 236.958.580 até o par de base 237.067.280 (WATKINS et al.,
2002).

1.9 Uso forense do padrao de metilacao

Estudos envolvendo padrdes de metilacdo do DNA apresentam um potencial
promissor nos avangos em genética forense. Esse processo funciona como um
regulador da expressao génica, ou seja, genes que se encontram metilados
possuem uma expressdo muito reduzida podendo, portanto, levar a uma
modificacdo do fenotipo do individuo, mas que ndo esta associado a mudancas na
sequéncia de DNA (ZHAO et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

Analisar o padrao de metilacdo do DNA nas regides promotoras dos genes
SCN5A e MTR relacionados com doencas cardiacas. Essas analises poderao
auxiliar futuramente a realizacdo de autopsias moleculares, um novo campo de

estudo da genética forense.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

Avaliar um grupo de 50 individuos, sendo: 25 com doencas cardiovasculares
previamente confirmadas, e outros 25 que nao apresentam qualquer tipo de
cardiopatia, a fim de verificar a contribuicdo da metilacdo para o fenotipo alterado

na tentativa de correlacionar os resultados laboratoriais aos achados clinicos.

3.2 Coleta das amostras bioldgicas

Foram coletadas amostras de sangue venoso de 25 individuos com doencas
cardiovasculares confirmadas (individuos de familias que possuem histérico de
algum problema cardiaco ou com familiar que ja sofreu ataque cardiaco); estas
familias foram selecionadas pelo médico cardiologista Dr. José Antonio Caracciolo
da Clinica CEDCOR de Araraquara. Os outros 25 individuos ndo apresentavam
cardiopatia aparente ou fatores associados a sua ocorréncia (controles).

Para a analise molecular, as amostras de sangue foram coletadas em papel
FTA (Whatman) e até o momento da extracdo, os cartbes FTA foram mantidos a
temperatura ambiente. O material foi obtido apds esclarecimento aos familiares
sobre a pesquisa e assinatura do termo de consentimento livre-esclarecido. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP recebendo o
namero CEP/FCF/CAr. n. 11/2011).

3.3 ldentificacdo das sequencias-alvo e desenho dos primers

A sequéncia original do gene SCN5A e MTR foi obtida no NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e analisada pelo software Promoter
(http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/) para obter a regido promotora. Com as
sequéncias especificas dos genes realizou-se a busca no banco de dados do
genoma humano com o software BLAT (www.genome.ucsc.Edu/FAQ/
FAQblat.html) para obtencédo das sequéncias completas. No intuito de averiguar a
incidéncia e possiveis padrées de conservacdo de elementos repetitivos, as
sequéncias foram analisadas com 0 programa RepeatMasker
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(www.repeatmasker.org) e comparadas no banco de dados de sequéncias de DNA
humano.

As sequéncias dos “primers” a serem utilizados nas metodologias de PCR
para avaliacdo da modificacdo do DNA pelo bissulfito, como MSP e BSP, foram
desenhadas com base na sequéncia do DNA ap0és o tratamento com o bissulfito.

Os “primers” foram preliminarmente desenhados no software “Methyl Primer
Express” disponivel gratuitamente no site da Applied Biosystems.

Também foi utilizado o software “GeneRunner”, para realizar ajustes nas
sequéncias, evitando-se a formacao de estruturas secundarias, como dimeros e
‘loops”. Finalmente, foram realizadas reagbes de PCR “in silico”
(http://genome.ucsc.edu/) com os “primers” desenhados, com o objetivo de verificar

o tamanho dos produtos das regides amplificadas.

3.4 Extracédo de DNA

3.4.1 Extracao por Chelex

O protocolo da Extracdo por Chelex (por amostra) utilizado esta descrito a
seguir: Em tubo de 1,5 mL, colocou-se 2 discos de papel contendo a amostra
(sangue), adicionou-se 50 pL de agua ultrapura (MiliQ) submetendo-se ao vortex.
Em seguida, a agua foi descartada, adicionou-se mais 50 pL de agua ultrapura e
incubando-se a temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir, a amostra foi
centrifugada por 1 minuto (14.000 rpm - rotagbes por minuto) descartando-se a
agua. Adicionou-se, entédo, 100 pL de Chelex 5% incubando-se por uma hora a 56
°C. Em seguida, a amostra foi vortexada e incubada por 8 minutos a 100 °C. Para
finalizar, centrifugou-se a 14.000 rpm por 3 minutos e o0 sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo. Ao fim da extracdo, cada uma das amostras

foi quantificada e armazenada a -20 °C.
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3.4.2 Quantificacéo

Imediatamente apds a extracdo, a amostra de DNA foi submetida a analise
de sua concentracdo e pureza determinadas através da leitura de absorbancia em
260nm no espectrofotdmetro (NanoDrop Thermo Scientific 2000). Este aparelho
guantifica o DNA de cadeia dupla (entre outros) de acordo com a lei de Lambert-

Beer:

onde C é a concentracdo de DNA em ng / pL, A a absorbancia (neste caso a 260
nm, que corresponde ao pico de absorcdo de UVs do DNA), € o coeficiente de
extincdo (que para o DNA de cadeia dupla é igual a 50ng/ pyL) e b a altura da

coluna no espectrofotometro.

3.5 Modificacdo do DNA por Bissulfito

A converséo por bissulfito foi realizada utilizando o Kit “Cells to CpG” da Life
technologies - Applied Biosystems, testando-se a ciclagem mais apropriada para as
condi¢cOes das amostras.

Para melhores resultados, o reagente de conversdo presente no Kkit, foi
preparado imediatamente antes de executar a conversao por bissulfito. Apés o
preparo, seguiu-se a etapa de desnaturacdo do DNA, realizada conforme o
protocolo: foram pipetados 45 pL da amostra e transferidos para tubos de 0,2 ml,
adicionou-se 5 pL de reagente “Desnaturation” e agitou-se previamente em vortex;
em seguida as amostras foram incubadas a 50 °C por 10 minutos.

Para converter as citosinas ndo metiladas em uracilas adicionou-se 100 pL
do reagente de conversao para as amostras desnaturadas, para um total de reagéo
de 150 pL.
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As amostras foram incubadas utilizando a seguinte ciclagem:

TEMPERATURA TEMPO
65 °C 30 minutos
95°C 30 segundos
65 °C 30 minutos
95°C 30 segundos
65 °C 30 minutos
4°C o0

Para remocéo de sais e grupos sulfénicos utilizou-se o mesmo kit, seguindo
0 protocolo: foi dado um pulso na coluna em microcentrifuga a 10.000 rpm por
1minuto, adicionou-se 600 uL de “Binding Buffer” a amostra convertida (150 pL),
fechou-se o tubo para inverter a coluna centrifugando durante 1 minuto e
descartando os reagentes que passaram pela coluna.

Para remogao de sais foram adicionados 600 yL de ‘Wash Buffer’ a coluna
realizando uma nova centrifugacdo por 1 minuto.

Para desulfonacdo do DNA, foram adicionados 200 uL de “Desulfonation
Reagent” a coluna, fechando-se o tubo que permaneceu a temperatura ambiente
(20 — 25 °C) por 15 minutos; a seguir, realizou-se uma centrifugacao por 1 minuto
seguida da adicdo de 400 pyL de “Wash Buffer”; centrifugou-se novamente por 2
minutos. A coluna foi transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 40 pL
de “Elution Buffer” no centro desta, que ficou novamente em temperatura ambiente
por 2 minutos; a seguir foi realizada outra centrifugacao por 1minuto e as amostras

convertidas foram armazenadas a - 4 °C.

3.6 Reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

As PCR foram realizadas em tubos de 0,2 ml.

A preparacdo do mix para a PCR foi efetuada conforme o numero de
amostras a amplificar e o volume foi dividido nos microtubos correspondentes. As

reacOes com os iniciadores (Tabela 3) foi realizada em um volume final de 25 L e
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contendo 100 ng de DNA, 0,3 U de Tag, 10X PCR buffer, 1JuL DNTP Mix, 3mM

MgCl,, 0,5 uL de cada primer (10 pmol/uL).

O conjunto de primers utilizados esta descrito na tabela seguinte.

Tabela 3 — Descri¢cdo dos primers utilizados na PCR.

Nome [] (pmol/pyL)  Sequencia pb  Amplificacao
SCN5AF 10 AAGTGGAGGAGATGGAGG 18 670pb
SCN5AR 10 ATCCTCTTCTTCACCACCT 19 670pb
MTRF 10 GGTGATTGGTTGATATTGA 19 891pb
MTRR 10 CAAAAAAAAAAACTTCCA 18 891pb

Programa de ciclagem da PCR

SCN5A

96 °C por 5 minutos

94 °C por 30 segundos

56 °C por 30 segundos 39 ciclos
68 °C por 1 minuto

68 °C por 10 minutos

4 °C

MTR

96 °C por 5 minutos

94 °C por 30 segundos

52.5 °C por 30 segundos 39 ciclos
68 °C por 1 minuto

68 °C por 10 minutos

4 °C
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3.7 Gel de Agarose

Os produtos de cada PCR foram analisados em gel de 0,8% agarose. A
cada amplificacao foi realizada uma reagdo com controle negativo, utilizando 1 pL
da solucéo resultante da extracdo de DNA em papel FTA (Whatman), para tanto

foram utilizados dois discos de FTA sem amostra em cada eppendorf.

3.8 Purificagcdo dos produtos da PCR

Os produtos de PCR foram purificados previamente a realizacdo da reagéo
de sequenciamento para retirada dos nucleotideos ndo incorporados e excesso de
iniciadores, utilizando GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare), conforme recomendacdes do fabricante. Apds a purificacdo dos
produtos de PCR, as amostras purificadas foram quantificadas (ng/pL) em
NanoDrop Thermo Scientific 2000. As amostras que ndo estavam na concentracao
minima para realizacdo do sequenciamento (1 a 40 ng de produto de PCR
purificado, dependendo do primer utilizado) foram concentradas (0 DNA foi
desidratado por 3 minutos em speed-vac e ressuspenso em 10uL de agua Mili-Q),

e armazenadas sob refrigeracédo até o momento do uso.
3.9 Sequenciamento

Apos amplificacdo por PCR, as amostras foram sequenciadas para

confirmar a conversao do DNA e especificidade dos primers.
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O mix para o sequenciamento foi preparado com 0s seguintes reagentes:

Reagente

Quantidade por amostra

Agua autoclavada

Completar para 10uL

Buffer 5X 1,75 pL
Primer (3,2 picomolar) 1,0 uL
Big Dye Terminator v. 3.1 1,25 pL
Volume do MIX 8,5 uL
Amostra *

Volume Total 10,0 pL

*A guantidade da amostra a ser colocada depende da concentracado da

mesma e do tamanho do fragmento a ser seqienciado (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo das amostras utilizadas na reagéo de sequenciamento

Fragmento (pb)

Concentracao (ng/uL)

100 - 200

200 - 500

500 - 1000

1000 - 2000

> 2000

l1a3

3alo

5a20

10a 40

40 a 100

Nota: O volume do produto de PCR purificado que deve ser utilizado na reacdo de

sequenciamento foi calculado de acordo com o tamanho do fragmento (pares de

base — pb) e da concentracdo (nanogramas por microlitros ng/uL). Na andlise do

gene SCN5A o tamanho do fragmento esperado é de 670 pb, para o gene MTR o

tamanho esperado é de 891 pb .

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador Gene

Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer) utilizando-se a ciclagem:
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96 °C por 1 minuto

96 °C por 10 segundos

56 °C por 10 segundos 25 ciclos
60 °C por 4 minutos

4 °C

3.9.1 Purificacéo dareacéo de sequenciamento

Os produtos das reacdes de sequenciamento foram purificados para retirada
de nucleotideos nédo incorporados através da técnica de precipitacdo com
etanol/EDTA conforme o protocolo: adicionou-se 5 pL de EDTA 125 mM e 60 uL de
etanol absoluto (100 %) ao produto da reacao de sequenciamento (no mesmo tudo
em que a reacao de sequenciamento foi realizada), homogeneizando e transferindo
toda a mistura para um novo tubo de 1,5 mL. A mistura foi deixada no escuro a
temperatura ambiente por 15 minutos, e posteriormente foi centrifugada por 30
minutos a 3000 g em centrifuga (Eppendorf Centrifugeal 5417R). O tubo foi
invertido cuidadosamente sobre papel absorvente para que o sobrenadante fosse
descartado. Em seguida, adicionou-se lentamente 60 pL de etanol 70% (preparado
no momento do uso) nas paredes do tubo e uma nova centrifugacéo foi feita por 15
minutos a 16509 a 4°C (Eppendorf Centrifugal 5417R), vertendo-se o sobrenadante
cuidadosamente sobre papel absorvente. O tubo foi armazenado no escuro para
secagem por aproximadamente 24 horas e armazenado em freezer a -20°C até o

uso (N0 maximo uma semana).

3.10 Andlise das amostras no sequenciador ABI 310 (Applied
Biosystems by Life Technologies)

Cada amostra foi ressuspensa conforme descrito: adicionou-se ao tubo de
1,5 mL, 10 puL de Formamida HI — DI (Applied Biosystems by Life Technologies) e o
tubo foi agitado, durante 3 minutos. A seguir, deu-se um pulso (centrifugacdo a

14.000 rpm por 30 segundos) (Eppendorf Centrifugal 5417R) e todo conteudo do
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tubo de 1,5 mL foi transferido para a placa. A placa, onde a amostra foi aplicada,
também foi submetida a um pulso e aquecida a 95 °C em termociclador Gene Amp
PCR System 9700 (Perkin Elmer) com a tampa aberta por 3 minutos. Em seguida,
a placa foi colocada em gelo por aproximadamente 3 minutos e submetida a
eletroforese capilar em sequenciador ABI 310 (Applied Biosystems by Life

Technologies)

3.10.1 Andlise das sequéncias obtidas
As sequéncias foram analisadas no programa BioEdit
(http://lwww.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) e comparadas a sequéncia padréo

obtida no NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO
As sequéncias dos genes SCN5A e MTR obtidas do banco de dados NCBI

foram submetidas a analise do programa Promoter Prediction Server. Este software
prevé sitios de inicio de transcricdo de promotores de vertebrados utilizando-se de
dois métodos: (1) Métodos baseados em padrdes (buscam a presenca ou auséncia
de sequéncias reguladoras para a detecgao de caracteristicas como “start” e “stop”
coédons). (2) Métodos comparativos (comparam a sequéncia analisada com outras
sequéncias presentes em bancos de dados, com o objetivo de determinar se uma
sequéncia ja conhecida esta presente em uma dada regido analisada).

A sequir, foram analisadas as regifes promotoras, utilizando uma busca no
Blat (Figura 5 e 6), ferramenta de bioinformatica que analisa por similaridade as

sequéncias genéticas.

Figura5- Resultado da analise no BLAT mostrando que a sequéncia apresenta 100% de
identidade com uma regido de 2800 pb do cromossomo 3 onde esta localizado o
gene SCN5SA
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Figura 6 - Resultado da analise no BLAT mostrando que a sequéncia apresenta 100% de
identidade com uma regido de 8400 pb do cromossomo 1 onde esta localizado o
gene MTR

Em seguida as regides de baixa complexidade (regides com sequéncias de
bases nitrogenadas muito repetidas) foram identificadas e excluidas por meio do
programa RepeatMasker.

O programa Methyl Primer Express também foi utilizado para desenhar os
primers pelo método BSP (Figura 7 e 8). Para a identificacdo das ilhas CpG, foram
usados 0s seguintes parametros: examinou-se o contetdo de GC e a razéo entre 0
observado e o esperado, baseando-se na definicdo de uma ilha CpG como uma
regido de DNA maior do que 200bp, com um conteudo de GC acima de 0,5 e a

razdo da frequéncia entre o observado e o esperado de CpG maior que 0,6.
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Figura 7 -

Resultado da analise obtida pelo software “Methyl Primer Express”, utilizando a
técnica BSP para analise da metilagdo no gene SCN5A. As setas indicam as

regides na sequéncia flanqueadas pelos primers
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Figura 8 - Resultado da analise obtida pelo software “Methyl Primer Express”, utilizando a
técnica BSP para analise da metilacdo no gene MTR. As setas indicam as

regifes na sequéncia flanqueadas pelos primers

Também foi utilizado o programa “GeneRunner”, para realizar ajustes,
evitando-se a formacao de estruturas secundarias, como dimeros e “loops” (Figura
9, 10, 11 e 12). Os “primers” foram desenhados apresentando Tm (temperaturas de

desnaturacao) muito proximas, para maximizar a amplificacdo do produto.
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Figura 9 -

Figura 10 -

Resultado da analise do “primer Foward” do gene SCN5A, com Tm de 57 °C

(assinalado pelo circulo vermelho)

Resultado da analise do “primer Reverse” do gene SCN5A, com Tm de 56,4

°C (assinalado pelo circulo vermelho)
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Figura 11 -

Figura 12 -

Resultado da analise do “primer Foward” do gene MTR, com Tm de 53,9 °C

(assinalado pelo circulo vermelho)

Resultado da analise do “primer Reverse” do gene MTR, com Tm de 52,8 °C

(assinalado pelo circulo vermelho).
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Finalmente, foi realizada uma reacdo de PCR ‘“in silico” com os primers
desenhados para o gene SCN5A e MTR (Figura 13 e 14), com 0 objetivo de

verificar o tamanho do produto da regido amplificada pelos pares de “primers”.

Figura 13 - Produto obtido da reagéo “in silico” do gene SCN5A, mostrando o tamanho do
fragmento amplificado (670 pb) pelo par de “primers” e a localizacao desta

sequéncia no cromossomo 3

Figura 14 - Produto obtido da reagéo “in silico” do gene MTR, mostrando o tamanho do
fragmento amplificado (891 bp) pelo par de “primers” e a localizagdo desta

sequéncia no cromossomo 1

A Figura 15 e 16 mostra o resultado da PCR dos genes SCN5A e MTR apos
tratamento com bissulfito de sddio, analisadas em gel 0,8% de agarose, mostrando
que em todas elas os fragmentos amplificados apresentam o tamanho esperado
(670 pb para o gene SCN5A e 891 pb para o gene MTR).
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Figura 15- Gel de agarose contendo os produtos amplificados do gene SCN5A apés
tratamento com bissulfito. LD (Peso Molecular), C- (Controle Negativo),
amostras (1A1, 1B1, 1C1 metiladas), (1A,1B,1C,1D,1E e 1F ndo metiladas).

Os tamanhos dos produtos estdo indicados em pares de base (pb)

Figura 16 - Gel de agarose contendo os produtos amplificados do gene MTR. LD (Peso
Molecular), C- (Controle Negativo), amostras (1A, 1B, ndo metiladas), (2A1,
2A2 ,2A3 e 2A4 metiladas). Os tamanhos dos produtos estdo indicados em
pares de base (pb)

Os resultados do sequenciamento foram analisados no programa BioEdit,
onde foi possivel verificar a metilacdo em ilhas de CpG na regido promotora dos
genes SCN5A e MTR referentes as 25 amostras de individuos cardiopatas e a
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auséncia de metilacdo em ilhas de CpG na regiao promotora dos genes SCN5A e
MTR referentes as 25 amostras de individuos saudaveis. (Figura 17, 18, 19 e 20).

Figura 17 - Comparagédo das sequéncias metilada e ndo metilada com a sequéncia original
do gene SCN5A (Sequéncia de referéncia NCBI : NC_000003.11) analisadas

no programa BioEdit

Figura 18 - Eletroferogramas das sequéncias metilada e ndo metilada do gene SCN5A. A

sequéncia de interesse esta sublinhada na sequéncia original.
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Figura19 - Comparagéo das sequéncias metilada e ndo metilada com a sequéncia original
do gene MTR (Sequéncia de referéncia NCBI : NC_000001.10) analisadas no
programa BioEdit

Figura 20 - Eletroferogramas das sequéncias metilada e ndo metilada do gene MTR. A

sequéncia de interesse esta sublinhada na sequéncia original

Com os dados do sequenciamento foi possivel verificar o padrdo de

metilacdo desses genes pela técnica de BSP. A viabilidade de estratégias
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baseadas em PCR, como a BSP, por exemplo, para acessar modificacbes de
metilacdo em pequenas quantidades de materiais biologicos, pode servir como
uma forma de acesso ao risco molecular ou ainda a deteccdo da doenca post
mortem (autépsia molecular).

Os resultados foram correlacionados com parametros clinico-patologicos ja
estabelecidos para esta doenca, conforme Tabela 5 e 6.

Tabela 5 - Relacao dos resultados das amostras coletadas aleatoriamente de individuos

aparentemente saudaveis

25 AMOSTRAS GENE
(Aleatérias) SEXO
20 - 35 anos SCN5A

1A F N&o metilado
1B F N&o metilado
1C F N&o metilado
1D F N&o metilado
1E F Nao metilado
1F F N&o metilado
1G F N30 metilado
1H M N&o metilado
1l F N&o metilado
1J F N&o metilado
1K M Nao metilado
1L F N&o metilado
M F N30 metilado
1N F N30 metilado
10 F N&o metilado
1P F N&o metilado
1Q M N&o metilado
1R M Nao metilado
18 F N&o metilado
1T M N30 metilado
U M N&o metilado
1w M N&o metilado
1V M N&o metilado
1X M Nao metilado
1Y M N&o metilado
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Tabela 6 - Relacao dos resultados das amostras coletadas de individuos cardiopatas

25 AMOSTRAS GENE
(Cardiopatas) SEXO
45 75 anos e
2A1 M Nao metilado
2A2 F Metilado
2A3 M Nao metilado
2A4 F Nao metilado
2A5 M Metilado
2A6 F N&o metilado
2B M Nao metilado
2C M Nao metilado
2D F Metilado
2E F Nao metilado
2F M Nao metilado
2G M Metilado
2H F Metilado
2| M Nao metilado
211 M Metilado
242 F Metilado
2K1 M Metilado
2K2 F Metilado
211 M Metilado
212 F Metilado
20 F Metilado
2N M Metilado
20 F Metilado
2p M Metilado
2Q F Metilado

Os resultados obtidos estdo formatados nas figuras (Figura 21, 22, 23, 24,
25 e 26).

Figura 21 - Resultado das amostras do grupo coletado aleatoriamente de individuos

aparentemente saudaveis na analise dos genes SCN5A e MTR

Houve homogeneidade nos resultados encontrados na analise de metilacéo
dos genes SCN5A e MTR referente as amostras de individuos aparentemente

saudaveis.

55



Figura 22 - Resultado das amostras do grupo coletado aleatoriamente de individuos

aparentemente saudaveis separados pelo sexo na analise dos genes SCN5A e

MTR
Sexo
16 15
14
1z
10 -
5
g
2
5
0
mHomens = Mulheres

Foram identificados individuos com perfis de metilacéo distintos no gene
SCN5A e MTR, referentes as vinte e cinco amostras que apresentam cardiopatia,
considerando que podem ser observadas diferencas no padrao de metilacdo para

diferentes genes.
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Figura 23 -

Figura 24 -

Resultado das amostras do grupo de individuos cardiopatas na analise dos
genes SCN5A e MTR

Resultado das amostras do grupo de individuos cardiopatas separados pelo

sexo na analise do gene SCN5A
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Figura 25 -

Figura 26 -

Resultado das amostras do grupo de individuos cardiopatas separados pelo

sexo na andlise do gene MTR

Resultado das amostras do grupo de individuos cardiopatas separados pelo
sexo na analise do gene MTR e SCN5A
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Quando analisamos a frequéncia de metilacdo nos diferentes genes
observamos maior numero de amostras metiladas no gene MTR. Esta
desigualdade do grau de metilacdo pode estar relacionada a diferencas nas
concentracbes plasméticas de HMC entre os dois sexos (KERRY et al., 2009)
conforme observado no estudo de Ghazouani e colaboradores, 2008. As
concentracbes de HMC mais elevadas no sexo masculino sugerem que 0sS
horménios sexuais pode desempenhar um importante papel no metabolismo da
HMC (BALLANTYNE et al., 2001). De forma analoga, foram descritos casos de
elevacdo das concentracoes de HMC, em mulheres na fase de menopausa que
nao efetuavam qualquer procedimento terapéutico de substituicdo com
estrogénios, comparativamente aquelas que se encontravam realizando este tipo
de terapéutica de substituicdo (BALLANTYNE et al., 2001).

Os resultados deste estudo mostraram que 68% das amostras de individuos
que apresentavam cardiopatias referentes ao gene MTR estavam metiladas,
apresentando concordancia com os dados da literatura, onde este gene é
encontrado metilado geralmente em mais de 50% das amostras analisadas. No
entanto, o numero de amostras analisadas é relativamente pequeno, apenas 25

amostras contra 182 do trabalho citado.

E necessario enfatizar que poucos estudos foram feitos quanto & analise da
metilacdo nos genes MTR e SCN5A relacionados a morte subita cardiaca.

O presente trabalho evidenciou grande probabilidade de falha na
amplificacdo das amostras durante a realizacdo da BSP, originada pela baixa
gualidade do DNA tratado com bissulfito ou pela presenca de grande quantidade
de sal na amostra. As amostras que apresentaram metilacdo negativa foram
reavaliadas para confirmagéo dos resultados.

E evidente a necessidade de se realizar mais estudos para determinar a
contribuicdo exata dos fatores genéticos e ndo genéticos nas concentracbes de
HMC.

Estudos futuros necessitam também explorar os mecanismos patolégicos

especificos, envolvidos na HMC, que por sua vez estd associada a doenca
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vascular. Mais ainda, alerta-se para a necessidade de estudos de intervencdo mais
abrangentes, de modo a elucidar se as alteracbes nas concentracdes de HMC,
através do consumo de suplementos vitaminicos do complexo B e &cido félico,
reduzem verdadeiramente o risco de desenvolvimento da doenca vascular.

O conhecimento do epigenoma € tao relevante quanto o conhecimento do
genoma da célula. A regulacdo epigenética é essencial para o0 correto
funcionamento celular e é refor¢cada pelo grande nimero de trabalhos descrevendo
alteracdes no padrédo normal em diversas doengas humanas.

A importancia da metilacdo e outros eventos epigenéticos na expressao
génica levam a consideracdes de como essas descobertas poderédo ser aplicadas

clinicamente.
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5. CONCLUSOES

A metodologia do tratamento do DNA com bissulfito de sédio seguida de
sequenciamento permitiu verificar a presenca de metilagdo na regido promotora do
gene SCN5A e MTR.

Nas amostras de individuos aparentemente saudaveis, 100% delas nao
apresentou metilagdo nos genes SCN5A e MTR.

Houve heterogeneidade no padréo de metilagdo do gene SCN5A e MTR nas
amostras analisadas de individuos que apresentam cardiopatia, com uma
predominancia de sequéncias metiladas no gene MTR, 68% no gene MTR e 64%
no gene SCN5A.
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