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Resumo

As Dietas ricas em gordura, agucar, sal e pobres em carboidratos complexos,
vitaminas e minerais aliadas a um estilo de vida mais sedentario, sdo responsaveis pelo
aumento de doengas, como obesidade, diabetes, problemas cardiovasculares e cancro. O
tipo de nutri¢do adquirido tem desempenhado um papel muito importante, ndo s6 como
causa de doengas, como também na sua preven¢do. Os nutrientes t€ém capacidade de
interagir com os mecanismos moleculares do organismo e consequentemente modificar
as suas fungdes fisiologicas.

A epigenética ¢ definida como modificagdes do genoma, herdadas durante a
divisdo celular e que ndo envolve nenhuma mudanca na sequéncia do DNA. Esta
compreende um conjunto de mecanismos que promovem a regulacdo da expressio
génica. Envolvem modificagdes moleculares do DNA, como a metilagdo do DNA e
acetilacdo das histonas.

Os nutrientes tém a capacidade de provocar alteracdes epigenéticas e alterar a
suscetibilidade a doencas.

O facto das alteracdes epigenéticas serem de caracter reversivel, ao contrario das
mutacdes dos genes, torna-se uma area bastante atrativa para intervengdes no campo da
nutri¢ao.

O principal foco desta monografia ¢ a identificacdo de nutrientes/agentes
diatéticos que visam a modificacdo das histonas, metilagdo do DNA e que levam a uma

acdo preventiva de doengas cronicas, em particular do cancro.

Palavras-chave: DNA; Epigenética; Metilagdo do DNA; Modificagdes das

histonas; Nutrientes






Abstract

Diets rich in fat, sugar, salt and poor in complex carbohydrates, vitamins and
minerals, associated with a more sedentary lifestyle, are responsible for a rise in various
illnesses, such as obesity, diabetes, cardiovascular problems and cancer. The type of
nutrition attained has played a very important role not only in the development of
diseases, but also in their prevention. Nutrients have the ability to interact with the
molecular mechanisms of the organism and consequently modify its physiological
functions.

Epigenetics is defined as modifications of the genome, inherited during cellular
division and that does not involve any change in DNA sequence. It comprises of a set of
mechanisms that promote the regulation of genetic expression. These involve molecular
changes of the DNA, such as DNA methylation and histone acetylation.

Nutrients have the capacity to trigger epigenetic alterations and to modify
susceptibility to illnesses.

The fact that epigenetic alterations have the characteristic of being reversible,
unlike gene mutations, makes this an area of great interest with regards to interventions
in the field of nutrition.

The main focus of this monograph is the identification of nutrients/dietary agents
that target histone modification, DNA methylation and that lead to a preventive action for

chronic illnesses, particularly cancer.

Keywords: DNA; Epigenetics; DNA methylation; Histone modification ; Nutrients
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hTERT — Transcriptase reversa da telomerase humana
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VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) — Fator de crescimento endotelial vascular

10



Introdugdo

L. Introdugao

O gendtipo representa todos os genes que um individuo possui, sendo
fundamental perceber qual a relagdo entre genes, produtos genéticos, hdbitos alimentares
e compreender o que fazem esses genes e como sdo afetados (Ferguson, Shelling, Lauren,
Heyes, & McNabb, 2007).

Atualmente estamos perante um populagdo mais preocupada com a alimentagao,
o que se tem relado num aumento de utilizacdo de dietas e regimes alimentares para
manter a forma fisica, por isso, é fundamental entender a forma como os nutrientes
interagem com o genoma e o que pode interferir na nossa vida (Ferguson et al., 2007).

Nutrigendémica € a area de estudo cientifico da interag@o entre os genes especificos
e os nutrientes bioativos. Permite-nos compreender as consequéncias dos nutrientes na
expressdo dos genes. Desta forma pode afetar a nossa satde, alterando a expressdo ou
estrutura da composi¢do genética de um individuo. O genoma humano pode ser afetado
pelos nutrientes alterando a expressdo dos genes; a dieta pode afetar os efeitos dos
polimorfismos genéticos; altera o risco de desenvolver certas doengas e por fim o
equilibrio entre a genética individual e a saude interferem nas consequéncias de uma dieta
(Trivedi, Patel, Jani, & Trivedi, 2011).

A interacdo gene-nutriente t€ém demonstram através de estudos estar em constante
atividade desde a fase de concecdo até a vida adulta (Ordovas, 2007). O meio ambiente
tem capacidade de atuar, sobre 0 DNA, os RNAs e nas proteinas. Estes eventos, podem
provocar trocas a nivel da cromatina que pode levar a remodelacio ou reprogramacio da
expressdo de alguns genes, onde certas regides dos cromossomas se comportam como
silenciadoras ou estimuladoras levando desta forma a alteracdes de fenotipo (Trujillo,
Davis, & Milner, 2006).

Alguns polimorfismos genéticos podem alterar o equilibrio entre o consumo e
gasto de energia e influenciar desta forma problemas de saude como a obesidade (Trujillo
etal., 2006). Pouca pratica de exercicio fisico, vida sedentaria, consumo de muita energia,
resisténcia a insulina sdo fatores de risco para doengas cronicas, estes fatores estdo
representados na Figura 1 (do lado esquerdo). Se optar-mos por um estilo de vida mais

saudavel, incluindo a pratica de exercicio fisico, ingestdo de fibras, frutas, legumes,

11



Epigenética Nutricional

proteinas, representado na figura 1 (do lado direito) diminuimos o risco de doencas
cronicas (Trujillo et al., 2006).

O cancro ¢ uma doenga em que ocorre um crescimento descontrolado e
desordenado das células levando a perda de controlo e fun¢des celulares através de
alteracdes genéticas. Estas células podem afetar os tecidos adjacentes e espalhar-se pelo
corpo através de um processo denominado de metdstase. Ocorre devido a erros na
replicagdo do DNA ou pode ser adquirido através de caracter hereditario. Os proto-
oncogenes € 0s genes supressores de tumor sdo responsaveis pelo controlo do ciclo de
proliferacdo celular, em que no cancro ocorrem mutagdes somaticas nesses genes (Lu et
al., 2000).

Os proto-oncogenes estimulam o processo de divisdo celular, quando sofrem
alguma mutac¢do, tornam-se oncogenes ¢ desta forma causam uma multiplicacdo celular
excessiva. Os genes supressores de tumor quando inativados contribuem para o
desenvolvimento do cancro pois inibem o processo de divisdo das células (Chesson &
Collins, 1997).

As taxas globais de pessoas afetadas com cancro estdo a aumentar cada vez mais,
prevé-se que aumente cerca de 50% em 2020 (Organizagdo Mundial de Saude, 2003).
Para percebermos a influéncia que a alimenta¢do tem na saude e na doenga temos de
entender a influéncia que os nutrientes e os compostos bioativos dos alimentos tém no

genoma (Muller & Kersten, 2003).

12
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Gene-Nutriente

Gasto
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Susceptibilidade genética
(Polimorfismos)

Figura 1. Balango entre gene-nutriente (adaptado de Trujillo et al., 2006)
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II. Epigenética

A epigenética foi tento varias alteragdes na defini¢cdo ao longo dos anos, Holliday
apresentou uma definicéo final para este termo definindo-a como “o estudo das alteracdes
na expressdo dos genes, que ocorrem em organismos como células diferenciadas e a
heranca mitdtica de determinados padrdes de expressdo genética” (Jablonka & Lamb,
2002).

Desta forma, a epigenética pode ser definida como qualquer atividade reguladora
da expressdo dos genes incluindo a metilacio do DNA, modificagdes das histonas e
remodelagdo da cromatina que ndo envolva mudangas na sequéncia de DNA, podendo
persistir por uma ou mais geragdes (Link, Balaguer, & Goel, 2010). Tem como objetivo
aregulagdo da transcrigdo como resposta a fatores ambientais, adaptacdo ao meio e defesa
e permite que as células tenham caracteristicas diferentes, mesmo possuindo o mesmo
DNA (Trujillo et al., 2006).

Os estudos epigenéticos inicialmente eram focados principalmente no
desenvolvimento embriondrio, envelhecimentos e cancro. Atualmente a epigenética
destaca-se em muitas outras areas como inflamagao, obesidade, resisténcia & insulina,
diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e doencas
imunoldgicas, sendo desta forma um assunto chave para no futuro conseguirmos reverter

ou controlar o avango dessas doengas (Trujillo et al., 2006).
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Figura 2. Influéncia dos fatores epigenéticos na vida humana (adaptado de Kanherkar, Bhatia-

Dey, & Csoka, 2014)

As mudangas epigenéticas podem surgir desde a fase intra-uterina, passando pelo

desenvolvimento do recém-nascido, pela puberdade e por fim na terceira idade. Estas

mudangas ocorrem maioritariamente em momentos especificos da vida do ser humano.

As marcas epigenéticas podem ser herdadas de uma geracdo para outra através da

meiose ou na geragdo seguinte através da replicagdo em condi¢des em que a mudanca

epigenética ocorreu em primeiro lugar (Ordovas, 2007)

Os fatores ambientais t€ém capacidade para moldar a saude e interferir com

algumas doengas, envolvendo mecanismos epigenéticos que medeiam as interagdes gene-

ambiente (Kanherkar, Bhatia-Dey, & Csoka, 2014). Na figura 2 estd representado os

fatores com capacidade de influenciar a modulagdo epigenética.

2.1. Modificacdes epigenéticas

A epigencética surge através do controlo do estado conformacional da cromatina,

sendo realizado maioritariamente por dois mecanismos epigenéticos conhecidos:

metilacdo do DNA e modificagdes pds-traducionais das histonas (Guil & Esteller, 2009).
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2.2. Metilacdo do DNA

A metilagdo do DNA ¢ um processo epigenético que se baseia na adi¢do de um grupo
metil (CH3) ao carbono localizado na quinta posi¢do da base de DNA citosina, através de

uma ligacdo covalente, tendo como doador o grupo metilo a S-adenosilmetionina (SAM)

(Meeran, Ahmed, & Tollefsbol, 2010).

Esta reagdo € catalizada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), que
realizam a transferéncia do grupo metil de S- adenosilmetionina (SAM) para a citosina
formando-se a S-adenosilhocisteina (SAH), como esté representado na figura 3A (Kim,
Kim, Min, & Lee, 2012 ); Romani, Pistillo, & Banelli, 2015); Turek-Plewa &
Jagodzinski, 2005).

’ Gt

SAM SAH |

B
) 9
G c| B&l [a T c| B [a
c G c | 'Y |c| [ T
W) )
C

do gene

Q0 QQ% 90 p Afivacio

do gene

09 99%% e_,. g

Figura 3. Metilagdo do DNA catalizada por DNMTs (adaptado Meeran, Ahmed, et al., 2010)
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A metilacdo ocorre maioritariamente em regides ricas em citosina € guanina,
denominadas de ilhas CpG, estas encontram-se nas regides promotoras dos genes. Em
tecidos normais, estas ilhas ndo estdo metiladas o que leva a que haja uma transcrigio

ativa dos genes envolvidos nos processos celulares (Mikeska & Craig, 2014).

NH- Grupo metil NH,
A (/ \‘s
\ N \’:!?9/ \ N
| DNMT (DNA metiltransferaie) |
N J % 0 SAM (s-adenosilmetionina) N /&O
| H
H

Grupo metil

B
LT DNMT3A e DNMT3B

DNA

c CECHO @
@ & ™ LTI

Replicagdo Mi
® ® @ T

®-
Oz

Figura 4. Metilagdo do DNA (adaptado de Turek-Plewa & Jagodzinski, 2005)

Na figura 4 podemos observar a metilagdo do DNA. No painel A o carbono 5’ da
citosina recebe um grupo metil pela agdo de DNMTs na presenca de SAM, no painel B
as enzimas DNMT3A e 3B sdo responsaveis pela metilagdo de novo no DNA e por fim
no painel C a manutencdo da metilagdo é garantida pela DNMT1, em que atua em DNA

hemi-metilado (Turek-Plewa & Jagodzinski, 2005).



Epigenética Nutricional

Das modificagdes epigenéticas conhecidas, a metilagdo ¢ a mais bem estudada em
mamiferos. Existem 8 tipos de DNMTs, DNMT1, DNMTI1b, DNMTlo, DNMTIp,
DNMT2, DNMT3a, 3b e DNMT3L (Nowsheen et al., 2014). DNMTI1 ¢ uma enzima de
manuten¢do da metilag@o, possui alta atividade na metilagdo de DNA hemi-metilado. A
DNMT?2 ¢ expressa em baixos niveis em todos os tecidos e ainda ndo se descobriu ao
certo a sua fun¢do. As DNMT3a e 3b sdo essenciais para a metilagdo de novo do DNA
no inicio do desenvolvimento embrionario. Por tltimo a DNMT3L est4d envolvida no

imprinting materno (Bourc his et al., 2001).

A metilacdo do DNA desempenha um papel fundamental durante a embriogénese
na prevengdo de doencas, dai ser fundamental existir uma exposi¢do apropriada aos
modeladores epigenéticos através da dieta (Li, Saldanha, & Tollefsbol, 2014). Esta pode
influenciar a transcricdo dos genes prevenindo a ligacdo a sequéncia especifica do fatores
de transcri¢do que requer a presenca de CpG ndo metilado nos locais de ligacdo e pode
ser mediado por proteinas que tém a capacidade de modificar a acetilagdo e metilagdo das
histonas para o locus inibindo a transcri¢do dos genes (Meeran, Ahmed, et al., 2010).

Na metilagdo do DNA podemos ter hipermetilagdo e hipometilagdo em que a
hipometilacdo desencadeia um aumento na expressdo génica, podendo levar a ativagio
de genes silenciados incluindo oncogenes, enquanto que a hipermetilagdo diminui a
expressdo dos genes-alvo, como por exemplo os genes supressores de tumores (Ong,
Moreno, & Ross, 2012).

Estes eventos de metilagdo do DNA tém sido descritos em lesdes de um grau
avangado de neoplasia, o que sugere que estes mecanismos de metilagdo podem ocorrer

precocemente durante a carcinogénese (Ho & Beaver, 2011).
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Figura 5. Regulagdo transcricional epigenética (adaptado de Hou, Zhang, Wang, & Baccarelli,
2012)

Na figura 5 podemos observar que a remodelacdo da cromatina € necessario para
os primeiros passos da transcricdo do gene, sendo realizada através da alteragdo da
acessibilidade dos promotores e das regides reguladoras. Os fatores epigenéticos,
metilacdo do DNA, modificag¢do das histonas e micro RNA, representados na figura 5,

participam nestes processos de regulag@o controlando a expressdo dos genes.

2.3.  Modificacdo das Histonas

O DNA eucarionte esta organizado numa estrutura denominada de cromatina, esta
¢ formada por unidades repetitivas chamadas nucleossomas. Os nucleossomas sdo a
unidade basica da cromatina, s@o constituidos por um octamero de histonas (H2A, H2B,

H3 e H4, sendo dois exemplares de cada) envolto por DNA (figura 6) (Shilatifard, 2006).
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As histonas sdo proteinas basicas com um dominio globular C-terminal ¢ uma
cauda N-Terminal. A regido N-terminal das cadeias peptidicas histonicas € responsavel
por todas as modificagdes relativas a estrutura da cromatina e por consequéncia dos
processos de regulagdo celular que acontecem (Kooistra & Helin, 2012). A remodelagao
da cromatina e a modificagdo das histonas desempenham um papel importante na
regulacdo da expressdo dos genes (Ho & Beaver, 2011). Estas modulam a estrutura da
cromatina; determinam o grau de condensa¢do da cromatina para um controlo da
expressdo génica (Shankar et al., 2014). Existem vérios tipos de modifica¢des entre elas:
acetilacdo de lisina, metilagdo de lisina e arginina, fosforilagdo de serina e treonina,
ubiquitinagdo de lisina, glicosila¢do, sumoilagdo, ribosilagdo da adenosina difosfato e

carbonilagcdo (Margueron & Reinberg, 2013).

A modificagdo ao nivel das histonas mais estudada é a acetilacido das histonas. Este
processo de acetilacdo da lisina ¢ obtido através de duas enzimas, as histonas
acetiltransferases (HATs) e histonas desacetilases (HDAC). As (HATs) t€ém uma
especificidade relativamente baixa, uma vez que pode modificar varios residuos de lisina
diferentes. A transferéncia de grupos acetil provenientes da molécula acetil-CoA,
mediada pelas HAT para as lisinas nas caudas de histona, neutraliza a carga positiva do
aminodcido que resulta no enfraquecimento da sua interagio com o DNA e no
relaxamento da conformag¢do da cromatina facilitando assim a atividade transcricional
dos genes (Dell’Aversana, Lepore, & Altucci, 2012). A enzima HDAC funciona no
sentido oposto, restabelecendo a carga positiva das terminagdes amina, possibilitando
uma maior associagdo entre as histonas e o DNA, bloqueando os locais de ligacdo aos
promotores e alterando a conformagdo da cromatina para um estado de repressdo

(heterocromatina), logo inibe a transcricao de genes (Dell’ Aversana et al., 2012).

As modificag¢des pos-traducionais ocorrem na cauda N-terminal das histonas.
Sdo mediadas por enzimas que regulam o codigo histonico, este ¢ definido como as
combinagdes de modificagdes pos-traducionais nos diferentes residuos de aminoacidos
nas extremidades N-terminal que definem estados transcricionalmente ativos ou inativos.
(Kouzarides, 2007); (Romani et al., 2015).

Sdo varias as enzimas que estdo envolvidas na modificagdo de histonas. As
histonas metiltransferases (HMTs), promovem a transferéncia do grupo metil proveniente

de SAM para os aminoacidos arginina e lisina. As histonas desmetilases (HDM) sdo

20



Epigenética

responsaveis por remover os grupos metil dos aminoacidos arginina e lisina (Sadakierska-
Chudy & Filip, 2014).
Posteriormente outras modificagcdes envolvidas na expressdo génica em

histonas foram descritas, surgindo desta forma o codigo das histonas (Strahl & Allis,
2000).

I Histonas 2A, 2B, 3, 4 I Cauda das histonas

Local de modifica¢do
das histonas

Figura 6. Modifica¢des nos nucleossomas e nas histonas (adaptado de Choi & Friso, 2010)

2.4.  Influéncia do meio ambiente sobre as modificagdes epigenéticas

Os fatores ambientais sdo considerados fatores desencadeantes de muitas
alteracdes no corpo humano. Estamos continuamente expostos a varios fatores externos

como o fumos, toxinas, alcool, stress, drogas, etc (Romani et al., 2015).
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Estes fatores sdo prejudiciais para a nossa saude e responsaveis por muitas
mortes uma vez que levam a desregulagdo dos processos epigenéticos € a possiveis a
mutacdes (Hou et al., 2012).

O DNA ¢ exposto a uma grande variedade de agentes que podem influenciar a
regulacdo epigenética. A metilacdo do DNA ¢ considerada uma modificagdo estavel, no
entanto, é sensivel a varios agentes incluindo os que reduzem a biodisponibilidade da S-
adenosil-metionina, o maior doador de grupos metilo envolvidos na metilagdo do DNA.
A desregulagdo epigenética afeta as histonas por serem mais dindmicas sdo muito
sensiveis as alteragdes ambientais uma vez que cada uma das enzimas envolvidas neste
processo ¢ alvo de uma potencial regulacio epigenética (Romani et al., 2015).

Um exemplo de um inibidor enzimadtico ¢ o cddmio, ao inibir as DNMTs leva a
hipometila¢do sendo desta forma associado a varios tipos de cancro. Outro exemplo ¢é o
arsénio que atua na enzima SAM, este diminui a sua atividade sendo esta essencial para
o processo de metilacdo do DNA (Vaissiere, Sawan, & Herceg, 2008).

Outro fator importante nas alteragcdes epigenéticas € o dalcool, este pode
influenciar o crescimento e desenvolvimento neuronal, afetar a memdria e aprendizagem
devido a capacidade de modificacdo da metilagcdo dos genes. Estudos demonstram que
doengas como o Alzheimer, Parkinson ou sindrome de Angelman estdo relacionadas com
genes epigeneticamente modificados como consequéncia da ingestdo aguda de alcool

(Liu, Balaraman, Wang, Nephew, & Zhou, 2009).

’ Fatores ambientais ‘
— { ‘
D I Toxinas I Dieta| Stress ' Exercicio ’ Tabaco ‘ Alcool } Drogas ‘Agente patogénico‘ Clima ‘

l Vias de sinaliza¢io? microRNA?

g

Q
=
Desenvolvimento e

envelhecimento Metilagdo do DNA Modificagdo das histonas Remodelagio da cromatina

~ | S

Alteracoes no fenotipo
Forma fisica Suscetibilidade a doencas Resposta ao stress Comportamento Longevidade

Figura 7. Mecanismos epigenéticos e associagdes entre alteragdes do fenodtipo e fatores ambientais
(adaptado de Tammen, Friso, & Choi, 2013)
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1. Alimentos que influenciam a expressao genética

A nutrigendmica € a ciéncia que estuda o efeito dos nutrientes sobre a expressao
dos genes, promovendo uma base para a compreensdo da atividade bioldgica dos
componentes dietéticos, favorecendo na descoberta de novas abordagens terapéuticas
para varios tipos de doengas (Ferguson et al., 2007). Um dos fatores importantes na
nutrigenomica ¢ a forma como as células respondem a disponibilidade dos nutrientes e se
adaptam a sua deficiéncia, afetando a informacgao genética.

A nutrigenética, por sua vez, € a ciéncia que estuda o efeito da variagcdo genética
na interacdo dieta-doenca (Fenech et al., 2011).

Os componentes bioativos dos alimentos também tém capacidade de modificar
a tradugcdo de RNA para proteinas e afetar a sua atividade através de eventos pos-
traducionais. O proteoma é um conjunto de proteinas e ¢ complementar ao genoma pois
¢ dinamico e varia de acordo com o tipo e o estado funcional das células. Os alimentos
bioativos ao afetarem as proteinas conseguem alterar o fendtipo (figura 8)(Kussmann,
Raymond, & Affolter, 2006).

A metabdlica consiste na identificacdo e quantificacdo de mabolitos, o
metaboloma. O perfil metabodlico permite-nos conhecer o estado fisioldgico de cada
individuo como o colesterol, triglicerideos. A metaboldmica investiga a a¢@o das
alteracdes ambientais sobre a regulagdo metabolica e interagdo entre células ou tecidos.
Esta em condi¢des ambientais especificas envolve a determinagao de todos os metabolitos
presentes. A metabdlica demonstrou ser mais uma tecnologia existente na area da nutri¢ao
(Gibney et al., 2005).

A compreensdo dos mecanismos epigenéticos, nutrigenéticos e nutrigenomicos
sdo essenciais para compreender a necessidade de certos alimentos na dieta afim de se
evitar o desenvolvimento de certas doengas e possiveis alteracdes de fendtipo (figura 8)

(Davis & Milner, 2004).
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’ Nutrigenética
Epigenomica
w nutricional
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Figura 8. Nutrigenética, Epigenética nutricional, Nutricdo transcriptomica, protedmica e Metabdlica sdo
essenciais para perceber a fungdo dos nutrientes na carcinogénese (adaptado de (Trujillo et al., 2006)

Existem varios micronutrientes que interferem com a metilacdo do DNA, como o
folato, metionina, colina, betaina e vitamina B12. Estes sdo dadores de metil podendo
afetar a metilagdo do DNA (Choi & Friso, 2010).

A epigenética tem sido vista como um alvo molecular para a prevengdo e
tratamento do cancro bem como um alvo dos componentes dos alimentos bioativos.
Muitos componentes bioativos da dieta tém mostrado resultados promissores que estdo
direta ou indiretamente relacionados com a inibi¢do da atividade das DNMTs na
prevencdo e terapéutica do cancro (Meeran, Ahmed, et al., 2010).

A colina ¢ um nutriente doador de metil e a sua presenca durante a gravidez ¢
essencial uma vez que ¢ fundamental para o desenvolvimento da neurogénese do feto,
pois é responsavel pelo desenvolvimento da estrutura responsavel pelo armazenamento

da nossa memoria ao longo da vida, denominada de hipocampo (Choi & Friso, 2010).

24



Alimentos que influenciam a expressdo genética

Neste estudo, a privagdo de colina durante o periodo de desenvolvimento
embrionario causou hipermetilacdo num local especifico de CpG no gene calbindina 1
(Calbl), este gene esta envolvido no desenvolvimento do hipocampo. Assim, a
deficiéncia de colina durante a embriogénese pode afetar a metilagdo do gene Calbl e
consequentemente alterar o desenvolvimento cerebral do feto (Choi & Friso, 2010).

Virios alimentos bioativos tém vindo a ser estudados como alimentos que a
medida que o corpo se desenvolve podem prevenir o desenvolvimento do cancro,
reduzindo a hipermetilagdo do DNA em genes supressores de tumores, como o pl6 ou
recetor beta do acido retinodico, alguns desses alimentos sdo os polifendis do cha,
ginesteina da soja e isotiocianatos de alimentos vegetais, entre outros. Os efeitos dos
polifendis podem ser por inibi¢do direta através da interacdo com o local de catalisa¢do
da molécula DNMT1 ou por influéncia indireta no estado de metilagdo através dos efeitos
metabolicos (Choi & Friso, 2010).

Os nutrientes e os alimentos bioativos presentes na dieta podem alterar a metilagdo
do DNA e consequentemente alterar a expressdo genética. Estas alteracdes epigenéticas
podem afetar processos fisioldgicos e patologicos no corpo humano (Szarc vel Szic,
Declerck, Vidakovi¢, & Vanden Berghe, 2015).

As plantas também tém demonstrado ser muito importantes para alcancar o
equilibrio entre a dieta e a satde. Na figura 9 podemos ver que varios compostos
polifendlicos como o resveratrol, catequinas do ché e flavonodides que sdo encontrados
nos vegetais, frutas e sumos derivados de plantas ou bebidas que exercem um efeito
cardioprotetor, quimiopreventivo e possuem propriedades anti-inflamatorias (Szarc vel

Szic et al., 2015).
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Figura 9. Influéncia dos compostos nutricionais nos mecanismos epigenéticos (adaptado de Szarc

vel Szic et al., 2015)

Ha vérias dietas identificadas como mediadoras de processos epigenéticos. O
ché verde, brocolos, soja tém recebido uma especial atenc¢do devido agdes na prevencao
de doengas humanas como o cancro, diabetes e doengas cardiovasculares alterando o
perfil epigendmico das células. A compreensdo dos efeitos das dietas epigenéticas
durante a embriogénese mostra perspetivas promissoras para o desenvolvimento de um
novo regime dietético pré-natal que visa prevenir o risco de desenvolver determinados

tipos de doencgas (Li et al., 2014).
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Uma dieta rica em fotoquimicos desempenha um papel importante na regulagao
da progressdo patologica e em processos biologicos normais. As doencgas ligadas a
modificagdes genéticas e epigenéticas podem ser potenciadas por fatores ambientais e
dietéticos (Shankar et al., 2014).

Os fatores nutricionais, medicamentos, produtos quimicos, € contaminantes
inorgénicos podem alterar o epigenoma. Substincias fotoquimicas presentes na fruta,
legumes,, bebidas e especiarias tém demonstrado potenciais propriedades
anticancerigenas. Estudos demonstram que os fotoquimicos podem ter como alvo varios
fatores epigenéticos, como DNMTs e HDCAs, o que pode ser util na prevengdo ou
tratamento de varias doencas (Shankar et al., 2014).

De seguida vou abordar alguns fotoquimicos e qual a sua acdo perante

diferentes tipos de cancro.

Modificacao das histonas

Tomate Curcumina Canela Castanha de caju
(Licopeno) (Curcuma) (Acido cumarico) (Acido anacardico)

Maga
(Floretina)

Uva

Citrino Café . Brocolos
(Hesperidina) (Acido cafeico) (Isotiocianato) (Alilo)

Metilacao do DNA

Figura 10. Principais plantas com evidéncias de modifica¢des epigenéticas (adaptado de Link et al., 2010)
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A figura 10 ilustra as plantas que demonstram ter maior evidéncia de alteracdes
epigenéticas em células cancerigenas. Os principios ativos de cada planta estdo escritos

entre parenteses.

3.1.  Polifendis e Metilagdo do DNA

A hipermetilagdo inativa os genes supressores do tumor e consequentemente ha
silenciamento dos genes. A reversdo da hipermetilagdo dos genes pode ser obtida através
da inibicdo da atividade das DNMT em células cancerigenas. Estudos realizados
demonstram que apesar dos efeitos promissores que os inibidores das DNMT apresentam,
estes possuem uma baixa especificidade. Varios polifenois t€ém demonstrado potencial
como inibidores das DNMT, e capacidade de inverter o silenciamento induzido por

metilacdo e reativar a transcri¢do dos genes supressores de tumores (Link et al., 2010).
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Figura 11. Metilagdo do DNA (adaptado de Shankar et al., 2014)
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3.1.1. Polifenois do cha verde

O cha ¢ consumido em todo o mundo e tem muitos beneficios para a saide. O
cha preto e o cha verde sdo os mais estudados, sendo consumido através das folhas
(Camellia sinensis). Tem sido demonstrado que os polifenois presentes no cha verde e
preto podem ter um potencial de reduzir o risco de varias doengas, incluindo o cancro
(Shankar et al., 2014). O cha verde contem varios compostos fendlicos ou flavonoides
que sdo referidos como catequinas. A epigalocatequina galato (EGCG), a catequina mais
abundante, ¢ considerada o componente mais eficaz para prevengdo de varias doengas
humanas como o cancro, doengas cardiovasculares, hipertensdo, hiperdislipidémias
através de mecanismos como a oxidac¢do e inducdo da apoptose das células. A EGCG tem
a capacidade de alterar direta ou indiretamente os padrdes da metilagdo do DNA inibindo
a atividade enzimatica dos DNMTs (Li et al., 2014).

A EGCG demonstrou capacidade de inibir a di-hidrofolato redutase (DHFR),
levando a reducdo da metilagdo e sintese de RNA em células tumorais. Estudos
demonstram que a metilagdo de DNA alterada, mediada por EGCG, pode ser conseguida
através do aumento da formacgdo de S-adenosil-L-homocisteina (SAH), um potente
inibidor de DNMT, produzido a partir da desmetilagio de SAM (Shankar et al., 2014). In
vitro, a EGCG ¢ um forte antioxidante e inibidor da ativag¢do de alguns cancros, como o
cancro da mama, pancreas, boca e prostata. Induz a paragem do ciclo celular e apoptose

das células tumorais (Ho & Beaver, 2011).

OH
g oH COH

Figura 12. Estrutura molecular da EGCG (Meeran, Ahmed, et al., 2010)
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3.1.2. Genisteina

A genisteina € a principal isoflavona obtida das sementes de soja (Glycine max),
pertencendo ao grupo de fitoestrégenios (Schnekenburger, Dicato, & Diederich, 2014).
A genisteina ¢ uma isoflavona enriquecida de produtos de soja, como o leite de soja e
tofu. Os alimentos ricos em soja tém sido estudados devido as suas fungdes bioativas na
inibicdo de varios tumores e outras doengas cronicas. Atua como um fitoestrogénio para
competir com o estradiol e interagir com a via de sinalizacdo de ER  (ER- associated
signal patway) (Shankar et al., 2014).

Estudos recentes demonstram que a genisteina esta envolvida na regulagdo da
transcri¢do dos genes através de modificagdes epigenéticas incluindo a metilagdo do
DNA e modificagdo das histonas (Shankar et al., 2014).

A soja possui um papel muito importante na preven¢do do cancro da mama pois
apresenta um teor elevado de isoflavonas. Esta substdncia tem um modo de agdo
semelhante ao tamoxifeno, que ¢ muito utilizado no tratamento deste tipo de cancro
(Eeles, 2000).

A incidéncia de cancro da prostata e da mama em paises asiaticos, onde os
alimentos sdo ricos em genisteina e fazem parte da sua alimentagdo diaria, ¢ muito inferior
aos Estados unidos, o que sugere que a genisteina ¢ um composto preventivo de tumores
da mama e da prostata (Li et al., 2014).

Os seus efeitos na supressdo da carcinogénese sdo notdveis aquando uma
exposicao precoce a genisteina no utero. A genesteina presente na soja pode atuar como
modelador epigenético para interferir com o inicio da reprogramacdo epigenética,
levando a alteragdes do fendtipo e consequentemente alteracdes na suscetibilidade a
certas doengas (Li et al., 2014).

O mecanismo de ag@o dos flavonoides baseia-se na inibi¢do indireta das
DNMTs. Os flavonoides sdo substratos de catecol O-metiltransferase (COMT), estes sdo
metilados e a concentracdo de SAH aumenta, sendo este um potente inibidor de DNMTs,
o seu aumento leva a que as DNMTs deixem de ter capacidade de realizar a metilacio
(Gros et al., 2012).

Estudos realizados demonstraram que a genisteina em fases iniciais do cancro
da mama exerce uma fun¢do anticancerigena, pois a sua presenca em baixas
concentragdes, desmetilou parcialmente a regido promotora do gene GSTP1, sendo a sua

expressdo reativada em células do cancro da mama (Link et al., 2010).
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Num outro estudo realizado em células cancerigenas em cultura, a genisteina
sozinha mostrou uma atividade significativa anti-leucémica e este efeito foi potenciado
quando foi usado em combinag¢do com 5-aza-29-desoxicitidina, um potente inibidor da
DNMT e um agente eficaz para o tratamento da leucemia. Através destes resultados
concluisse que a genisteina pode ter um potencial para aumentar a eficacia clinica da 5-
aza-29-desoxicitidina, tendo um efeito inibitério na metilagdo de DNA. Por outro lado
estudos “transgeracionais” utilizados em ratos demonstraram que a exposi¢cao neonatal a
genisteina pode induzir um adenocarcinoma uterino no qual estd implicado a
hipometilacdo anormal nas ilhas CpG do gene na ligacdo a proteina 1 (XBP1) ao longo
da vida (Choi & Friso, 2010).

A literatura defende que o consumo de genisteina durante a adolescéncia em
mulheres reduz o risco de cancro da mama enquanto que o consumo de genisteina em
adultos ndo tem efeito protetor e considera-se perigosa devido a uma pequena porgao de
estradiol presente na genisteina (Li et al., 2014).

Também tem havido muitas controversas em relacdo ao consumo de genisteina
na gravidez pois esta pode afetar a incidéncia de cancro da mama no feto, prevenindo
desta forma o seu aparecimento. Os resultados obtidos em ratos expostos a genisteina
durante a gravidez varia de estudo para estudo, indicando que um consumo apropriado
durante a gravidez pode ser o fator chave para os efeitos transgeracionais da genisteina
na prevencdo de cancro. No entanto, existem poucas evidéncias sobre a relacio da dieta
materna de genisteina com a prevenc¢do de doengas cardiovasculares, doengas cronicas e
a diabetes (L1 et al., 2014).

Estudos sobre a metilagdo do DNA com genisteina tém mostrado resultados
inconsistentes. Em culturas de células o tratamento com genisteina demonstrou inibir a
metilacdo do DNA através da inibi¢do das DNMT em varias células cancerigenas, no
entanto in vivo os resultados revelaram-se opostos (Singh, Singh, Singh, Naqvi, & Singh,

2014).

OH
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Figura 13. Estrutura molecular da genisteina (Meeran, Ahmed, et al., 2010)
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3.1.3. Isotiocianato

Isotiocianato (ITC) é um composto formado a partir de glucosinolatos, por ag¢ao
de uma enzima mirosinase, estes encontram-se maioritariamente nos vegetais cruciferos
como os brocolos, couve de bruxelas, repolho, couve-flor, entre outros (Bishop &
Ferguson, 2015).

Ha evidéncias de que o consumo destes vegetais leva a uma diminui¢@o do risco
de cancro, pois tém capacidade de induzir apoptose em linhas celulares. Os ITC
demonstraram através de um estudo um efeito protetor contra a neoplasia colo-retal, pois
a administracdo oral de glucosinolato (percursor do isotiocianato de alilo) a partir de
couves de bruxelas cruas ricas em sinigrina, levou a uma ampliagdo da resposta apoptdtica
nas criptas colo-retais apds exposi¢cdo a um carcinogéneo quimico (Aggarwal &
Shishodia, 2006).

Ha varios fatores que determinam a suscetibilidade de um individuo ao cancro
como a manuten¢do das enzimas da fase I e II. A fase I esté4 relacionada principalmente
com as enzimas do citocromo P450 que desempenha um papel importante no
metabolismo dos xenobioticos e carcinogéneos. Neste processo varios produtos quimicos
sdo ativados em compostos com caracteristicas eletréfilicos altamente reativos podendo
provocar instabilidade gendmica levando a danos no DNA. O efeito quimiopreventivo
dos ITCs atua pela inibi¢do da bioativagdo de alguns tipos de carcinomas por enzimas da
metabolizacdo da fase I. As enzimas da fase Il sdo igualmente importantes na prevengao
de doencas atuando na desintoxica¢do do corpo e no metabolismo e excre¢do de drogas
e farmacos (M, Kaefer, & Milner, 2011).

Estudos realizados comprovam que a administracdo de ITCs possui efeitos
quimiopreventivos contra carcinogéneos induzidos por tabaco em modelos de roedores
de cancro do pulméao e do esdfago (Singh et al., 2014).

De entre os isotiocianatos, o sulforafano e o isotiocianato de feniletila (PEITC)
sdo os indutores mais eficazes das enzimas de defesa celular e destoxificadoras. O
Sulfurafano (SFN), produto da hidrélise de glucorafanina ¢ um fotoquimico dietético
obtido a partir dos brocolos. O seu efeito como agente de desmetilagdo ainda nao foi bem
estudado, no entanto este composto foi encontrado para regular negativamente a atividade
da DNMTT1 em células CaCo-2 do cancro do colon (Link et al., 2010). O indol-3-carbinl

¢ também um isotiocianato bastante estudado, estd associada a diminui¢do do risco de
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cancro da mama, prdstata e ovario por possuir propriedades protetoras do figado e
anticancerigenas.

Estudos revelam que induz alteragdes na proteina hTERT em células normais e
cancerigenas do cancro da mama. O tratamento do cancro da mama em células MCF-7 e
MDA-MB-231 com SFN resultou na inibicdo da transcriptase reversa da telomerase
(hTERT). O SFN tem capacidade de inibir a expressdo da DNMT1 e 3. No entanto SFN
tem um efeito reduzido sobre DNMT3B em células MDA-MB-231 e MCF10A (Meeran,
Patel, & Tollefsbol, 2010).

O Isotiocianato de feniletila (PEITC) tem demonstrado inibir o processo
cancerigeno. PEITC tem capacidade de impedir o crescimento e induz a apoptose de
varios tipos de células cancerigenas. Um estudo realizado as células LNCaP no
tratamento de cancro da prdstata com PEITC resultou na desmetilacdo de promotor do
gene GSTPI, inibiu a atividade de HDCA e induziu a acetilag@o e desacetilagdo de uma
histona especifica (Link et al., 2010). Na figura 14 podemos ver todos os alvos

moleculares em que os ITCs atuam.

Proliferacio e
crescimento celular
PI3K, AKT, PDK1, JNK,

mTOR, FOXO1, AR,
ER, FOXO3A, NG-kB,

ERK, JNK, MAPK,
HER2, STAT3, EGFR

Ciclo celular
e divisio

Rb, p53, p27,

p21, BIM, Cyclin

D, Cyclin B, Cdc
25, Survivin

[ Apoptose ]

BCL2, BID,
BAX, Cyt C,
Death receptor

[l Angiogenese ]

VEGF, HIF1a
metastase

MMPs, TWIST,
B-catenin, ZEB1,
FOXQ1, SNAIL

Figura 14. Alvos quimioterapicos dos ITC (adaptado de Naidoo, Naidoo, Yende-zuma, & Gengiah, 2015)
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3.1.4. Licopeno

O licopeno ¢ um pigmento carotenoide e fotoquimico, encontrado principalmente
no tomate e seus derivados, é responsavel pela cor vermelha da fruta. Devido a sua
estrutura quimica ¢ um antioxidante potente com capacidade de reduzir a lesdo oxidativa
no DNA (Shankar et al., 2014).

Este pode modular a expressdo de muitos genes importantes para o controlo do
ciclo celular, como a repara¢do do DNA e apoptose em células cancerigenas (Link et al.,
2010).

O licopeno mostrou ser mais importante no tratamento do cancro da prostata uma
vez que tem capacidade em diminuir consideravelmente a progressdo do ciclo celular
(Xie et al., 2010).

Os tecidos prostaticos invadidos por cancro da préstata apresentam niveis
elevados de lesdo oxidativa, num estudo realizado em pessoas afetadas com este tipo de
cancro, foi-lhes administrada um molho de tomate com cerca de 30mg de licopeno por
dia durante 3 semanas. Os investigadores concluiram que houve um aumento da apoptose
das células tumorais, em comparacdo com o grupo de doentes que ndo ingeriram licopeno
(Chen et al., 2001).

Desta forma, concluiram que o risco de lesdo ¢ mais reduzido em doentes que
consomem regularmente licopeno, pois este tem a capacidade de interferir na progressao

do cancro da prostata (Chen et al., 2001).

CH
H3C /3
CH; CH; CHj

W
- CH: CHy CH3  CH,

Figura 15. Estrutura molecular do licopeno (Meeran, Ahmed, et al., 2010)
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3.1.5. Acido cafeico

O Acido cafeico ¢ um polifenol dietético que afeta a biodisponibilidade do SAM.
Este atua como um doador de metilo universal e é necessario para a metilacdo. Os
polifendis geralmente inibem a manutencdo da metilacdo através da interagdo com
DNMT1 (Aggarwal & Shishodia, 2006).

Um estudo realizado ao consumo de café concluiu que o seu consumo reduz a
probabilidade de cancro da préstata no entanto o mesmo nao se verifica com o cha. O
acido cafeico suprime a expressdo da ciclooxigenase-B 2 (COX 2) através da ligag¢do ao
Fyn e bloqueio da atividade cinase do Fyn. O Fyn € um oncogene da familia da proteina
tirosina quinase, podendo desta forma provocar cancro da pele (Bishop & Ferguson,
2015).

O 4cido cafeico e o 4cido clorogénico demonstraram ter capacidade de
desmetilagdo. Estes compostos sdo polifendis do café contento catecol. Estudos
realizados sobre os efeitos moduladores destes compostos na metilagdo sintética do
substrato de DNA in vitro e sobre o estado de metilagdo do promotor da regido RARS em
duas linhas de células do cancro da mama, a preseng¢a do acido cafeico demonstrou inibir
a concentracdo da DNA metilado catalisado por DNMT1. Esta inibicdo deveu-se ao
aumento da formacdo de SAH. O tratamento de células cancerigenas do cancro da mama

MCF-7 e MAD-MB-231 e com os dois componentes (Bishop & Ferguson, 2015).

O acido cafeico tem capacidade de inibir a atividade do NF-kB, impedindo a
ligacdo do NF-kB a sua sequéncia alvo de DNA levando a diminui¢do da producdo das
enzimas pro-inflamatdrias como a iNOS e a COX-2. O NF-kB, encontra-se no citoplasma
como parte de um complexo inativo sendo um fator de transcri¢do sensivel ao sistema

redox que ¢ muito importante para estabelecer ligagao entre a inflamagao e o cancro (Nair,

Li, & Kong, 2007).

3.1.6. Curcumina

O polifenol curcumina é um fotoquimico natural obtido da especiaria agafrao-da-india
(curcuma longa). Foi descrita para o tratamento de doengas inflamatdrias e é conhecida
por diferentes nomes em diferentes culturas (Goel, Kunnumakkara, & Aggarwal, 2008).

O principio ativo chama-se curcumina, tem demonstrado efeitos anti-angiogénicos,

antioxidantes e capacidade para regular fatores de transcri¢do, citoquinas, proteinas
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kinases e enzimas associadas a inflamacao. ¢ um pigmento amarelo presente na curcuma,
caril em pd. O processo de inflama¢do desempenha um papel importante na prevengao e
no tratamento em doengas cronicas (Kunnumakkara, Anand, & Aggarwal, 2008).

A curcumina para além do seu poder anti-inflamatdrio, tem um grande potencial
terapéutico em varios cancros (Shishodia, Chaturvedi, & Aggarwal, 2007), suprimindo
multiplos estadios da carcinogénese como a iniciagdo, promog¢do e progressdo (Ho &
Beaver, 2011).

O cancro ¢ uma desordem hiperproliferativa marcada por metastases nos 6rgaos
vitais do nosso corpo através da invasdo e angiogenese. A curcumina bloqueia a
transformacdo, proliferacdo e invasdo das células tumorais (Anand, Sundaram, Jhurani,
Kunnumakkara, & Aggarwal, 2008).

A curcumina tem um potencial teraputico para doencas crénicas em que a
inflamacdo desempenha um papel importante como a doenca de Parkinson, Alzheimer,
esclerose multipla, cancro, entre outras. Também desempenha uma agdo importante na
cicatrizacdo de feridas (Aggarwal & Harikumar, 2009).

A curcumina inibe a atividade das isoenzimas do citocromo P450 da fase I,
resultando na diminui¢do da ativagdo metabolica de compostos carcinogéneos e
induzindo a atividade das enzimas GST destoxificadoras da fase II, o que explica o seu
poder quimiopreventivo (Shishodia et al., 2007).

A curcumina possui atividade anticancerigena tanto in vitro como in vivo através
de uma variedade de mecanismos. Esta inibe a proliferagdo e induz a apoptose numa
ampla variedade de tipos de células de cancro in vifro como o cancro da pele, sangue,
cavidade oral, pulmao, pancreas e trato intestinal (Goel et al., 2008).

O seu efeito anti-angiogenico foi demonstrado através de um estudo em ratos em
que a curcumina preveniu totalmente a inducgdo da sintese de VEGF e inibiu o fator basico
de crescimento dos fibroblastos (bFGF) (Dulak, 2005).

A curcuma contem 3 andlogos, a curcumina, desmetoxicurcumina (DMC) e
bisdemetoxicurcumina (bDMC). A jungdo destes 3 componentes demonstrou ter uma
atividade mais potente do que qualquer um sozinho. A curcumina inibe a ativagdo da NF-
kB (Kunnumakkara et al., 2008). O fator de transcricdo NF-kB ¢ expresso na maior parte
dos cancros, a sua expressdo foi avaliada em linhas celulares de cancro humano em
cultura, tumores carcinogéneos mamarios em ratos e em biopsias de pacientes com
cancro. Concluiu-se que a curcumina suprime a produ¢do do fator de necrose tumoral

TNF-a, uma citocina pro-inflamatdéria que leva a ativacdo da cinase da proteina
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reguladora IkB, necessaria a translocagdo do NF-kB para o nucleo. Recentemente um dos

principais metabolitos da curcumina, tetra-hidrocurcumina demonstrou ter capacidade de

inibir a atividade de um analogo das DNMT]1 (Link et al., 2010).

o} o

Bis-desmetoxi-curcumina

Figura 16. Anéalogos da curcumina adaptado de (Kunnumakkara et al., 2008)

3.1.7. Resveratrol

O Resveratrol ¢ um polifenol encontrado nas sementes das uvas, mirtilos, amoras
e amendoins (Meeran, Ahmed, et al., 2010). Este possui fortes propriedades anti-
inflamatorias e anticancerigenas sobre as vias de sinalizacdo que controlam a divisdo
celular, crescimento celular, apoptose e metastases de tumores (Shankar et al., 2014).

Foi demonstrada uma atividade inibitdria fraca sobre a atividade dos DNMT em
relacdo a outros componentes alimentares bioativos como o EGCG. O resveratrol impede
o silenciamento epigenético de BRCA-1 induzida pelo recetor de hidrocarboneto
aromatico (AHR) em células MCF-7 do cancro da mama (Link et al., 2010). A proteina

BRCA1 ¢ um supressor de tumor envolvido na reparacdo do DNA no cancro da mama
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(Papoutsis, Lamore, Wondrak, Selmin, & Romagnolo, 2010). O promotor BRCA-1 em
células tratadas com resveratrol demonstrou ter uma associa¢do reduzida com o recetor

hidrocarboneto aromatico, DNMT1 e MBD2 (Ong et al., 2012).

OH
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Figura 17. Estrutura molecular do resveratrol (Meeran, Ahmed, et al., 2010)

3.2. Polifendis ¢ modificagao das histonas

Os polifenois para além de terem capacidade de alterar a metilagio do DNA,
parecem conseguir regular a expressdo dos genes através da modificagdo das histonas.
Varios polifendis sdo conhecidos por possuir um potente HAT e atividades inibidoras de
HDAC (Meeran, Ahmed, et al., 2010).

De seguida vou explicar melhor quais os efeitos dos polifendis na modificacio
dos histonas e qual o seu potencial quimiopreventivo.

Na Figura 18 podemos observar a acdo de alguns fotoquimicos derivados de
diferentes fontes de alimentos no processo de modificagdo das histonas, acetilagdo e
desacetilacdo. A EGCG, a genisteina e curcumina desempenham papel importante na
acetilagdo das histonas, abrindo a cromatina, ativando a transcri¢do e os genes inibitorios
do crescimento tumoral. Ja outros fotoquimicos como a genisteina, sulfurafano e alho

atuam na desacetilacdo das histonas, condensando a cromatina impedindo a transcri¢ao.
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Figura 18. Influéncia dos alimentos na modificagdo das histonas adaptado de (Shankar et al., 2014)

3.2.1. Sulforafano

O sulforafano (SFN) é um composto bioativo fotoquimico presente em varios
alimentos presentes na nossa alimentag@o diaria como os brocolos, repolho, couve-flor,
couves, entre outros. Este tem sido alvo de estudos que provam reduzir o risco de
desenvolvimento de tumores. Medeia a prevencdo de tumores a partir da promogio da
apoptose celular, ciclo celular e de enzimas desintoxificantes da fase II (Ho & Beaver,
2011). O sulforafano tem chamado mais aten¢do devido a sua funcdo inibidora da
desacetilagdo das histonas (HDCA) na atividade enzimatica que leva a um aumento da
acetilacdo das histonas ao nivel global e local de varios genes (Li et al., 2014).

Em relacdo aos fatores ambientais, estes desempenham um papel importante na
interagdo entre o genoma e os fenotipos individuais através da regulacdo epigenética.

Estudos epidemioldgicos revelam que o consumo precoce de SFN através dos
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vegetais ¢ mais eficaz do que o consumo numa fase mais tardia da vida. As populagdes
asiaticas que consomem mais vegetais numa idade mais precoce do que os caucasianos
tém tido menos incidéncia em relacdo a algumas doengas como o cancro da mama e o
cancro da proéstata sugerindo que o consumo de vegetais durante a gravidez pode reduzir

significativamente o risco de cancro nos seus filhos (Li et al., 2014).

Figura 19. Estrutura molecular do sulforafano (Meeran, Ahmed, et al., 2010)

3.2.2. Alho

O alilo ¢ obtido a partir do alho e foi dos primeiros compostos a surgir na
acetilacdo das histonas (Ong et al., 2012); (Ho & Beaver, 2011).

O alho ¢ muito utilizado como ingrediente para uso culindrio, pertence ao género
Allium. Esta planta é muito conhecida devido 4s suas propriedades anti-inflamatdrias e
antisséticas (Aggarwal & Shishodia, 2006).

O alho quando triturado ou mastigado liberta compostos como o sulfureto de
dialilo (DADS) e dissulfito de dialilo (DATS). Estudos demonstram que o tratamento
com DATS induz a apoptose e aumenta a acetilagdo das histonas o que ¢ favoravel em
relacdo ao cancro da prostata (Link et al., 2010).

O alho inibe a atividade de HDAC nas células de leucemia DS19 e K562, promove
a acetilag@o das histonas H3 e H4 (Link et al., 2010).

Nos ultimos anos t€m sido realizados estudos para descobrir qual o impacto do
alho na nossa satde, mais concretamente, a sua fung¢do em relacdo as células
cancerigenas. Um estudo realizado em animais (ratos), demonstrou que dependendo dos
compostos do alho, as fungdes anticancerigenas sdo diferentes dependendo do tipo de
cancro. Deste modo a DADS possui atividade contra o cancro da mama, pulmdes, es6fago
e estomago e ainda tem a capacidade de inibir o aparecimento ou evolugdo do cancro da

pele, quando apicado topicamente. O alho pode apresentar-se sob a forma de po, extratos
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e 6leo, em que na forma de extratos ¢ mais eficaz em relagcdo ao cancro do colo-uterino e

em po no cancro da mama (Shukla & Singh, 2007).

/\/S“

Figura 20. Estrutura molecular do alilo (Meeran, Ahmed, et al., 2010)

3.2.3. Polifendis do cha verde

A EGCG foi dos primeiros compostos estudados a ser reconhecido como um
modulador epigenético, esta atua tanto ao nivel da metilacgio do DNA como na
modificagdo das histonas (Ohga et al., 2009).

A EGCG ¢ a catequina mais potente na modula¢do das histonas em células
cancerigenas, possui uma especificidade para varias enzimas HAT e tem um grande
potencial quimiopreventivo de inflamag@o cronica através da inibigdo da acetilagdo de
p65 e expressdo dos genes alvo de NF-kB, sendo desta forma um potencial agente
quimiopreventivo na inflamag¢@o cronica (Shankar et al., 2014).

Além do efeito sobre a atividade das enzimas HAT e HDCA, também demonstrou
atuar no grupo polycomb (PcG), complexos de proteina PRC2 ¢ PRC1 em células do
cancro da pele (Link et al., 2010).

Tanto o PRC2 como o PRCI participam na regulacéo epigenética favorecendo a
metilagdo das histonas e reduzindo a acetilagdo das histonas, que resulta na compactagdo
da cromatina e no silenciamento dos genes em células cancerigenas. Uma vez que a
EGCG nio ¢ toxica para células normais, existe a possibilidade de a usar em tratamentos
anticancerigenos seja como um agente isolado ou co-adjuvante em tratamentos

anticancerigenos, por periodos relativamente longos (Link et al., 2010).

3.2.4. Curcumina

Estudos experimentais in vitro e in vivo demonstram um poder na modificagao

das histonas, em particular na atividade da HAT, posteriormente descobriu-se o forte
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poder inibitorio da curcumina na atividade da familia p300/CBP em células extraidas de
varios tumores. A familia p300/CBP ¢ responsavel pelo crescimento de varias células
tumorais. O seu mecanismo de agdo ¢ na inibicdo da atividade da p300 relativamente a
conformag¢do da cromatina e ndo na transcricdo do molde de DNA, promovendo a sua

degradacdo sem afetar outros HATs (Chan & La Thangue, 2001).

A curcumina apresenta-se também como um agente terapéutico bastante
promissor devido aos efeitos secundarios, verificados ao longo dos diversos ensaios,
apresentarem niveis muito baixos. A inibicdo da atividade da p300/CBP mostrou estar
associada a repressdo das histonas H3/H4 e proteinas ndo-histénicas como a p53 (Goel et

al., 2008); (Chan & La Thangue, 2001).

Estudos mais recentes, mas inconclusivos tém sugerido a acdo da curcumina como
efeito inibidor da HDAC. Utilizando células do linfoma de burkitt, o tratamento com a
curcumina foi associado com a regulacdo negativa da HDAC1, HDAC3 e proteina

HDACS, ao contrario da proteina H4 que foi regulada positivamente (Link et al., 2010).
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Figura 21. Estrutura molecular da curcumina (Meeran, Ahmed, et al., 2010)

3.3.  Dietas epigenéticas

O impacto da epigenética sobre a embriogénese na dieta materna ocorre na pré-
gravidez e na fase gestacional, que tém influéncia no desenvolvimento do feto e
biodisponibilidade dos nutrientes através da placenta (Kanherkar et al., 2014).

A alimentacdo durante a gravidez tem vindo a ser considerado um dos fatores
mais importantes na embriogénese e no desenvolvimento fetal podendo levar a prevengao
de efeitos adversos que podem levar a defeitos congénitos. O folato tem sido um dos
suplementos pré-natal mais eficaz no que toca a prevencdo de defeitos do tubo neural,
como a espinha bifida e anencefalia. Também se provou que pode reduzir a incidéncia de

outras doencas congénitas como anomalias cardiacas congénitas e anomalias no trato
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urinario. Este, desempenha um papel importante na metilagdo do DNA ¢ RNA para a
proliferagdo celular (Leung et al., 2013). A suplementagdo materna em genisteina ¢ outro
componente bastante estudado e comprovado que os efeitos desta no epigenoma diminuiu
a incidéncia de certos tipos de cancro em comparagdo com pessoas que ndo consumiram
quantidades adequadas desta isoflavona presente na soja (Wang et al., 2012).

De uma forma resumida existem alguns alimentos que durante a gravidez
ajudam a diminuir o risco do feto contrair doencas como o cancro, a diabetes, doengas
cardiovasculares e deformagdes congénitas (Yiu & Li, 2015).

O folato ¢ importante para o metabolismo do carbono e para a sintese de DNA,
proteinas e fosfolipidos. E obtido exclusivamente a partir da dieta e é convertido em 5,10-
metilenotetrahidrofolato (MTHF). Este atua como doador de metilo, convertendo
homocisteina para metionina e atua na metilagdo do DNA (Yiu & Li, 2015).

A deficiéncia em folato ndo tem o mesmo impacto em todos os tecidos nem nos
diferentes estaddios de desenvolvimento. As associagdes feitas entre o folato e a
epigenética por vezes tornam-se pouco consistentes uma vez que dependem do tipo de
célula, do epigenoma e do gendtipo, e podem variar consoante a quantidade de folato
consumida. E evidente que a adigio extra de folato na dieta pode exercer efeitos
diferentes, dependendo da quantidade consumida, da altura em que ¢ consumida e da
genética da pessoa. O folato ¢ essencial para o funcionamento eficiente da MTHFR, pois
existe um polimorfismo no gene MTHFR onde a timina substitui a citosina no nucledtido
677. Sendo assim existem duas formas de proteina: a do tipo selvagem (C), que funciona
normalmente e a sensivel a temperatura (T), que tem uma atividade reduzida. Pessoas que
possuam gene (CC) ou (CT) tém um metabolismo de folato normal. Pessoas com (TT) e
baixa ingestdo de acido folico t€ém niveis de homocisteina mais elevados aumentando o

risco de doengas (Kirkbride et al., 2012).
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Figura 22. Influéncia dos alimentos bioativos em eventos epigenéticos e genéticos (adaptado de Trujillo

et al., 2006)
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IV.  Terapéutica epigenética

O uso de farmacos para corrigir defeitos epigenéticos € uma nova e fascinante
area para o desenvolvimento de farmacos para prevencdo e terapia do cancro. Os
farmacos epigenéticos sozinhos ou em combinacdo com os firmacos convencionais
demonstram um grande avango da ciéncia, uma vez que os firmacos convencionais de
tratamento do cancro hoje sdo muito toxicos (Link et al., 2010).

Alguns medicamentos com capacidade de alterar marcagdes epigenéticas ja se
encontram em fase de testes, contudo a grande questdo ¢ descobrir um mecanismo em
que o farmaco atue somente em locais especificos e ndo promova uma alteragdo quimica
global no genoma (Aparicio et al., 2009).

Atualmente os farmacos de a¢@o epigenética tém como alvo inibir a expressdo da
DNMTs e HDACs. Outras moléculas que regulam a expressdo dos genes estdo também
envolvidas em processos epigenéticos, logo outros alvos poderdo ser incluidos, mas ainda
permanecem desconhecidos (Valdespino & Valdespino, 2015).

Entre os inibidores da DNMT, temos os inibidores de nucledsidos como 5-
azacitidina (5-Aza-CR ou vidaza) e 5-aza-desoxicitidina (5-aza-CdR ou decitabina), estes
sdo os farmacos de acdo epigenética mais estudados. Incorporam-se com o DNA que estd
em replicagdo reativando os genes previamente silenciados (Valdespino & Valdespino,
2015).

No que diz respeito aos inibidores de HDAC, tricostatina A (TSA), acido
hidroxamico (SAHA), suberoilanilida do acido valproico e butirato de fenilo, tém sido
amplamente utilizados com algum sucesso em vdrios estudos, estes reduzem os niveis de
HDAC:s e induzem a morte de células tumorais (Valdespino & Valdespino, 2015).

Embora o uso de farmacos epigenéticos demonstrar ser muito positivo, a terapia
epigenética tem as suas limitagdes. A inibi¢do das DNMT e HDAC podem ativar os
oncogenes devido & falta de especificidade, resultando numa progressdo de tumor mais
acelarada (Sato et al., 2003). Além disso o facto dos estados epigenéticos poderem ser
revertidos pode acontecer voltarem ao seu estado original, devido a natureza de padrdes
de metilagdo do DNA (Costello & Plass, 2001). O grande desafio serd assegurar que os
efeitos destes fArmacos atuem nos genes alvos nas células tumorais e reduzir ou anular os

efeitos toxicos nas células normais.
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Figura 23. Influéncia dos alimentos bioativos em processos bioldgicos (adaptado de (Milner, 2008)

4.1.  Prevencdo de cancro

Apesar de uma pequena percentagem de tumores ser de origem hereditaria,
acredita-se que a maioria dos cancros resultam de altera¢des que se acumulam ao longo
da vida devido a exposicdo a vdrios fatores externos, como os nutrientes, infecdes,
atividade fisica, tabaco, clima, etc. Embora o inicio do tumor seja devido a alterag¢des
genéticas, as alteragdes da expressdo epigenética sdo também muito importante no
desenvolvimento da doenca (Link et al., 2010).

O cancro € geralmente visto como uma alteragdo genética que danifica a estrutura

do DNA e induz mutagdes que se manifestam em proteinas com fun¢des anormais o que
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antecipa o desenvolvimento da doenga. Mais recentemente surgiram evidencias do papel
que as alteragdes epigenéticas exercem durante o desenvolvimento da doenga. Os genes
envolvidos na regulagdo do ciclo celular, como reparacdo do DNA, angiogenese,

apoptose sdo inativados pela hipermetilacdo das respetivas ilhas CpG (Milner, 2008).

Estudos realizados na prevencdo do cancro demonstram que os nutrientes afetam
afetam as principais vias de sinalizacdo em diferentes tipos de cancro. Até ao momento
mais de 1000 tipos de fotoquimicos diferentes contribuem para uma acgio preventiva
contra o cancro atuando nas principais vias de sinaliza¢do desreguladas em diferentes
tipos de cancro como o metabolismo carcinogénico, reparacdo de DNA, proliferacio
celular/apoptose, diferenciacdo, inflamacdo, equilibrio oxidante/antioxidante, e
angiogénese. As fibras alimentares possuem um efeito protetor contra o cancro do
intestino. Os 4cidos gordos de cadeia longa (LC-PUFA) atuam positivamente em varios
processos fisioldgicos incluido todas as doencas degenerativas e cronicas (Ruxton, Reed,
Simpson, & Millington, 2007).

Os fotoquimicos, sdo considerados cruciais na luta contra varios tipos de cancro
pois participam em diversas etapas do metabolismo, podendo atuar como antioxidantes e
na reducdo da proliferacdo de células cancerigenas.

Por exemplo a soja como ja foi referido anteriormente tem um grande potencial
contra o cancro da mama devido a elevada concentracdo em isoflavonas, assim como o
licopeno tem um grande potencial contra o cancro da prostata (Aggarwal & Shishodia,
20006).

Do ponto de vista clinico as alteragdes epigenéticas ao contrdrio das alteragdes
genéticas (mutacdes, delecdes de genes, etc) sdo potencialmente reversiveis pois os genes
metilados silenciados podem ser desmetilados, e os complexos de histona podem ser
transcripcionalmente ativos através de modificagdes de acetilagio e metilagdo das

histonas pelos nutrientes, ou intervenc¢des dietéticas (Link et al., 2010).
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Figura 23. Mecanismos epigenéticos envolvidos na carcinogénese (adaptado de Link et al., 2010)
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V. Suplementos Alimentares

Os suplementos alimentares (SA) estdo cada vez a ser mais consumidos pelos
Portugueses, estes ajudam na prevengdo de problemas de satide e na caréncia de certos

nutrientes.

Segundo o Inflarmed (2016) os suplementos alimentares sdo definidos como:
Géneros alimenticios que se destinam a complementar € ou suplementar o regime
alimentar normal e que constituem fontes concentradas de determinadas substancias
nutrientes ou outras com efeito nutricional ou fisioloégico, estremes ou combinadas,
comercializadas em forma doseada, tais como céapsulas, pastilhas, comprimidos, pilulas e
outras formas semelhantes, saquetas de po, ampolas de liquido, frascos com conta-gotas
e outras formas similares de liquidos ou pos que se destinam a ser tomados em unidades

medidas de quantidade reduzida (INFARMED, 2016).

Em condi¢des normais, uma alimentacdo saudavel e variada confere a um
individuo todas as substancias necessarias para um bom funcionamento dos nossos
orgdos. O que se verifica atualmente € que a alimentagdo ¢ cada vez mais um fator com
menos importancia dada resultando no sedentarismo, obesidade, problemas cardiacos,

stresse, etc. Dai o recorrer aos SA nos ultimos anos ser cada vez maior (Salgueiro, 2009).

Os SA consumidos numa propor¢do correta acarretam beneficios para a saude,
mas se consumidos de forma excessiva podem trazer problemas. O farmacéutico tem um
papel muito importante no que toca a esta area, pois tem de estar bem informado para
poder dar o melhor aconselhamento e desta forma minimizar os efeitos adversos afim de
melhorar a qualidade de vida das pessoas, pois estes produtos ndo sdo indcuos ao
organismo e ndo devem ser administrados inconscientemente (Campos, Costa, & Falcéo,
2000). O farmacéutico deve ter sempre presente que o consumo excessivo de
determinados nutrientes podem levar a riscos para a saide, dai ser importante seguir todas
as indicac¢des do fabricante e explicar ao utente todos os efeitos que o SA possa ter,

sintomas, interagdes, efeitos adversos, etc (Wiedenmayer, 2006).

Praticamente todos os alimentos anteriormente falados existem a venda sob a

forma de SA.
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O cha verde por exemplo esta disponivel para vario tipos de efeitos, como poder
antioxidante, efeito quimiopreventivo, anticancerigeno e anti-inflamatério. Também ¢
muito utilizado nos dias de hoje para a perda de peso. No entanto o cha verde possui
cafeina, o que faz com que se tenha de evitar o seu consumo a noite pois pode provocar
insonias, dores de cabega, nervosismos, diarreia, tremor, azia e tonturas (Esquivel &

Jiménez, 2011).

O selénio também se encontra disponivel sob a forma de SA e ¢ muito utilizado
devido aos seus efeitos antioxidantes e as suas propriedades preventivas de alguns cancros
(Combs & Lii, 2006). O facto do selénio estar presente em baixas concentragdes na nossa
alimentagdo fez com que os SA ganhassem mais visibilidade. Apesar do selénio ser um
mineral importante, ndo pode ser ingerido em quantidades elevadas por torna-se toxico
ao organismo. Uma intoxicacdo por selénio normalmente leva a distarbios
gastrointestinais, halito a alho, perda de cabelo, danos neurolégicos, fadiga e dores de

cabeca (Scientific Committee on Food, 2003);(Ellis & Salt, 2003).

As isoflavonas sd3o compostos derivados de plantas com uma atividade
estrogénica. Um exemplo de isoflavona j& anteriormente referido ¢ a soja. A soja e os
produtos a base de soja, possuem uma quantidade significativa de isoflavonas na dieta
humano sendo por isso cada vez mais estudadas e conhecidas no mercado. Estudos
epidemioldgicos relacionam o consumo de dietas ricas em soja com a diminui¢do de
incidéncia de cancros, doengas cardiovasculares, osteoporose (Tham, Gardner, &
Haskell, 1998). Dado a sua atividade estrogénica, as isoflavonas tém sido muito utilizadas
por mulheres para combater os sintomas da menopausa, pois podem ligar-se
seletivamente aos recetores dos estrogénios e atuar como agonistas ou antagonistas
dependendo das situagdes. No caso da producdo de hormona estar diminuida, atua como
agonista e quando as concentragdes da hormona apresentam niveis normais atua como
antagonista (Adlercreutz, Haméldinen, Gorbach, & Goldin, 1992);(Tikkanen &
Adlercreutz, 2000).

Os SA atualmente estdo disponiveis em varias superficies, como nas farmécias,
parafarmacias, lojas de produtos naturais, supermercados e online. Estes produtos sdo
utilizados por iniciativa propria do utente dai ser muito importante o papel do
farmacéutico pois cabe-lhe a ele esclarecer todas as duvidas colocadas pelos utentes e

esclarecer se o produto em questio € o mais adequado.
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VI.  Conclusao e perspetivas Futuras

Milhares de pessoas sdo vitimas de doencas cronicas como 0 cancro € morrem
todos os anos. A dieta tem um papel muito importante na nossa vida, ndo s6 para
prevencdo de doengas como para manter o nosso organismo saudavel e equilibrado
porque nds somos o que comemos. A dieta tem um grande impacto nos nossos genes pois
os nutrientes comecgam a interagir com eles, modelando a sua expressdo, desde a vida
uterina até a fase adulta. Desta forma a dieta representa uma excelente forma de modificar
a sua expressdo. Ao modificar a expressio podem provocar modificacdes poOs-
traducionais de forma exagerada que ocorrem nos diferentes mecanismos epigenéticos,
originando diferentes tipos de patologias.

Dado o aumento significativo de pessoas afetadas com cancro em Portugal a area
da epigenética pode tornar-se cada vez mais interessante. Acredita-se que um dos
possiveis tratamentos para o cancro surja a partir da compreensdo dos mecanismos
envolvidos no silenciamento e ativacdo de genes, para além dos que s@o conhecidos pela
genética molecular.

A nutrigendmica ¢ a ciéncia que investiga a forma como os nutrientes influenciam
o funcionamento dos genes no nosso organismo, esta representa uma grande evolucio na
area da nutri¢do contribuindo para um conhecimento mais aprofundado da interagdo do
genoma humano com os alimentos, e a forma como isso pode alterar o nosso genotipo.

As pessoas cada vez mais procuram estar mais informadas sobre o que fazer para
prevengdo. A procura pelos suplementos alimentares aumentou significativamente, pois
as pessoas ndo conseguem obter através da alimentagdo as vitaminas, minerais e
fotoquimicos essenciais. Os SA de certa forma facilitam a forma de obter todos os
nutrientes necessarios sem dar muito trabalho.

O farmacéutico possui um papel muito importante no aconselhamento ao utente
devendo aconselhar sempre uma dieta personalizada e estilo de vida saudéavel, assim
como exercicio fisico ajustado a variabilidade genética e ao perfil metabdlico de cada um.

Posto isto, ¢ cada vez mais importante darmos a devida ateng@o ao nosso estilo de
vida, em particular a alimentagdo pois como podemos constatar pode influenciar a nossa

qualidade de vida.
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